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g/L ter petih različnih koncentracijah škroba (20 g/L, 30 g/L, 40 g/L, 50 g/L in 60 g/L) v 
primerjavi s kontrolnim gojiščem prikazana kot azokazeinske enote/g vzorca 
Priloga F: Proteinazna aktivnost skupnih proteinaz in pernizina v produkcijskem sevu PER5 
ter v kontrolnem sevu KON po 5 dneh bioprocesa pri koncentracijah sojine moke 20 g/L in 30 
g/L ter petih različnih koncentracijah škroba (20 g/L, 30 g/L, 40 g/L, 50 g/L in 60 g/L) v 
primerjavi s kontrolnim gojiščem prikazana kot azokazeinske enote/g vzorca 
Priloga G: Proteinazna aktivnost skupnih proteinaz in pernizina v produkcijskem sevu PER5 
ter v kontrolnem sevu KON po 3 dneh bioprocesa pri koncentracijah sojine moke 40 g/L in 50 
g/L ter petih različnih koncentracijah škroba (20 g/L, 30 g/L, 40 g/L, 50 g/L in 60 g/L) v 
primerjavi s kontrolnim gojiščem prikazana kot azokazeinske enote/g vzorca 
Priloga H: Proteinazna aktivnost skupnih proteinaz in pernizina v produkcijskem sevu PER5 
ter v kontrolnem sevu KON po 5 dneh bioprocesa pri koncentracijah sojine moke 40 g/L in 50 
g/L ter petih različnih koncentracijah škroba (20 g/L, 30 g/L, 40 g/L, 50 g/L in 60 g/L) v 
primerjavi s kontrolnim gojiščem prikazana kot azokazeinske enote/g vzorca 
Priloga I: Proteinazna aktivnost skupnih proteinaz in pernizina v produkcijskem sevu PER5 
ter v kontrolnem sevu KON po 5 dneh bioprocesa z dodatnimi viri ogljika v primerjavi s 
kontrolnim in začetnim gojiščem prikazana kot azokazeinske enote/g vzorca 
Priloga J: Proteinazna aktivnost skupnih proteinaz in pernizina v produkcijskem sevu PER5 
ter v kontrolnem sevu KON po 5 dneh bioprocesa z dodatnimi viri dušika v primerjavi s 
kontrolnim in začetnim gojiščem prikazana kot azokazeinske enote/g vzorca 
Priloga K: Proteinazna aktivnost skupnih proteinaz in pernizina v produkcijskem sevu PER5 
ter v kontrolnem sevu KON po 5 dneh bioprocesa z dodanimi olji v primerjavi s kontrolnim in 
začetnim gojiščem prikazana kot azokazeinske enote/g vzorca 
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Priloga L: Prikaz azokazeinskih enot pri produkcijskemu sevu in razmerij med celokupnim 
ogljikom in dušikom po 3 dneh kultivacije 
Priloga M: Prikaz azokazeinskih enot pri produkcijskemu sevu in razmerij med celokupnim 
ogljikom in dušikom po 5 dneh kultivacije 
Priloga N:  Izračun razmerij med količinami ogljika, dušika, proteinov, sojine moke in 
koruznega škroba za vsa testirana gojišča z optimalnimi koncentracijami dodatnega vira 
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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
Asn    aparagin 
Asp    asparaginska kislina 
C    citozin 
CFU    enote, ki tvorijo kolonije (angl. colony forming units) 
CSL    koruzna namakalna vodica (angl. corn steep liquor) 
dH2O    destilirana voda 
ddH2O    dvakrat destilirana voda 
EDTA    etilendiamintetraocetna kislina 
EGTA    etilenglikolbistetraocetna kislina 
ESX    sekrecijski sistem tipa VII (angl.  type VII secretion system) 
G    gvanin 
Gln    glutamin 
GM-CSF granulocitno-makrofagne kolonije stimulirajoči faktor (angl. 
granulocyte-macrophage colony-stimulating factor) 
GOGAT glutamat: 2-oksoglutarat transaminaza 
GRAS splošno priznan kot varen (angl. generally regarded as safe) 
GS glutamat sintetaza 
His histidin 
kDa kilodalton 
Mbp mega bazni par 
Ser serin 
Tat tvin-arginin translokacijska pot (angl. twin-arginine 
translocation) 
tRNA prenašalna RNA (angl. transfer RNA) 
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Encimi so se v predelavi živilskih izdelkov uporabljali že od antike. Danes se encimi 
uporabljajo v različnih industrijskih panogah, kot so na primer čistilna industrija in proizvajanja 
detergentov, tekstilna industrija, živilska industrija, obdelava plastike, biomedicina in 
farmacija. Odkrivanje in identifikacija novih mikroorganizmov in genetski inženiring so 
omogočili velik in hiter porast porabe encimov. Največja skupina industrijsko pomembnih 
encimov so proteinaze (proteaze), ki katalizirajo hidrolizo peptidne vezi v proteinih. Ta skupina 
predstavlja 60 % skupne proizvodnje vseh encimov (Li in sod., 2013; Sharma, in sod., 2017). 
Glavna pomanjkljivost proteinaz in encimov, ki se uporabljajo v industriji, je neobstojnost in 
ne aktivnost v nefizioloških pogojih, kot so povišana temperatura in nizka ali visoka vrednost 
pH (Bryan, 2000).  
Obstajajo načini in tehnologije, s pomočjo katerih lahko izboljšamo aktivnost encimov tudi v 
nefizioloških pogojih, vendar takšne tehnologije niso cenovno ugodne. Proteinaza pernizin, 
katere biosintezo smo preučevali v obsegu te naloge, je bila izolirana iz termofilnega organizma 
Aeropyrum pernix K1 in je termostabilna pri visokih temperaturah, tudi več kot 100 °C (Šnajder 
in sod., 2012). Dokazano je, da zunajcelične proteinaze hipertermofilnih organizmov ohranijo 
svojo aktivnost in konformacijo tudi pri višjih temperaturah, kot je najvišja temperatura rasti za 
ta organizem (Vieille in Zeikus, 2001).  Glede na to, da v nativnem organizmu ni bil zabeležen 
dovolj visok donos za industrijsko proizvodnjo pernizina, in da je industrijska proizvodnja 
pernizina s termofilnim organizmom izjemno zahtevna, smo preverjali donos v gostiteljskem 
organizmu Streptomyces rimosus, ki ima določene ugodne lastnosti za rekombinantno izražanje 
proteinov. S. rimosus  je verjetno eden od najbolj preučenih industrijskih sevov streptomicet. 
Poleg tega streptomicete producirajo veliko sekundarnih metabolitov (antibiotiki, različni 
encimi) in so zaradi vseh omenjenih lastnosti zanimiva izbira za  produkcijo heterolognih 
proteinov (Donadio in sod., 2002; Ventura in sod., 2007; Vrancken in Anné, 2009; Magdevska 
in sod., 2011; Šnajder in sod. 2012). 
Pernizin ima potencialno uporabnost v industriji čistilnih sredstev, medicini in molekularni 
biologiji. Razgrajuje netopne proteinske ostanke, kot so na primer prioni, ki predstavljajo 
problem predvsem v medicini. Zaradi svoje aktivnosti pri visokih temperaturah bi ga lahko 
uporabili za dezinfekcijo operacijskih instrumentov (Catara in sod., 2003; Šnajder in sod., 
2012). 
Izbira ustreznih komponent gojišč je nujna, ker takšna gojišča nudijo optimalen izkoristek 
substrata (Bejestani in sod., 2016). Dosedanji procesi gojenja S. rimosus so bili prilagojeni 
predvsem produkciji antibiotika oksitetraciklina, zato je bila potrebna re-optimizacija gojišča. 
Sestava uporabljenega produkcijskega gojišča je namreč optimalna za industrijsko produkcijo 
oksitetraciklina. V obsegu te naloge smo predvsem testitrali, kako različna gojišča oziroma 
različne koncentracije sestavin gojišča, kot so različni viri ogljika, dušika in olj vplivajo na 
produkcijo, oziroma aktivnost pernizina.  
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1.1 NAMEN DELA 
V magistrskem delu smo želeli optimizirati produkcijo rekombinantne proteinaze pernizina v 
gositeljskem sevu S. rimosus. Produktivnost smo poskusili povečati z optimizacijo sestave 
produkcijskega gojišča. Za ta namen smo v začetnih stopnjah te naloge uporabili gojišče  GOTC 
(kontrolno gojišče), in z re-optimizacijo gojišča poskusili optimizirati pogoje za produkcijo 
pernizina. Testirali smo različne komponente gojišč, še posebno pa smo se osredotočili na 
testiranje optimalnega razmerja med virom ogljika in dušika. 
1.2 HIPOTEZE 
Pred začetkom dela smo si zastavili naslednje hipoteze:  
 
 Izbira vira ogljika in vira dušika v produkcijskem gojišču ima pomemben vpliv na 
rekombinantno produkcijo pernizina v S. rimosus. 
 
  Za optimalno produkcijo pernizina je pomembno razmerje med viroma ogljika in 
dušika v produkcijskem gojišču. 
 






Štefančić E. Optimizacija gojenja bakterije Streptomyces rimosus za pridobivanje rekombinantne serinske proteinaze pernizin. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018 3 
                                                                                                                                            
 
 
2 PREGLED OBJAV 
2.1 ZNAČILNOSTI BAKTERIJ rodu Streptomyces 
Rod Streptomyces sodi v razred Actinobacteria, ki je ena od največjih taksonomskih skupin 
znotraj kraljestva Bacteria. Ti organizmi so pomembni tako v medicini, kot tudi v 
biotehnologiji in ekologiji. Genetsko so zelo heterogeni, kar kaže na njihovo bioraznolikost. 
Večina bakterij rodu Streptomyces so prostoživeči mikroorganizmi, ki se nahajajo v vodnih in 
zemeljskih biosistemih (Macagnan in sod., 2006; Ventura in sod., 2007; Barka in sod., 2016). 
To so gram pozitivne, aerobne bakterije z visoko vsebnostjo citozina (C) in gvanina (G) v 
genomu (Korn-Wendisch in Kutzner, 1992). Bakterije so filamentozne in rastejo s kombinacijo 
razširitve konice in razvejanjem hif, značilna je rast razvejanega micelija. Značilnost 
aktinomicet je, da proizvajajo veliko sekundarnih metabolitov, predvsem antibiotikov, pa tudi 
protirakave, protiglivne, protiparazitske, citostatične spojine. Poznamo več kot 4000 spojin iz 
več kot 2500 sevov streptomicet, dostopnih v spletni bazi StreptomeDB. Streptomicin je bil 
eden od prvih odkritih antibiotikov, ki ga proizvajajo bakterije rodu Streptomyces (Schrempf, 
2006; Barka in sod., 2016; Klementz in sod., 2016). Sekundarni metaboliti, ki jih proizvajajo 
streptomicete, so glede kemijske strukture zelo različni: terpeni, laktami, poliketidi, 
aminoglikozidi, neribosomalni peptidi (Bérdy, 2005).  
2.1.1 Taksonomija Streptomyces spp. 
Taksonomska uvrstitev Streptomyces rimosus (Uniprot, 2017): 
 
Kraljestvo: Bacteria 
  Deblo: Firmicutes 
    Razred: Actinobacteria 
      Podrazred: Actinobacteridae 
        Red: Actinomycetales 
          Podred: Streptomycineae 
           Družina: Streptomycetaceae 
              Rod: Streptomyces 
                 Vrsta: S. rimosus 
 
 
Veliko taksonomsko različnih organizmov sodi med aktinobakterije. V ta razred uvrščamo 
patogene predstavnike (Mycobacterium, Nocardia, Corynebacterium), nepatogene, prisotne v 
prsti (Streptomyces), komenzale rastlin (Leifsonia), simbiote, ki sodelujejo pri fiksaciji dušika 
(Frankia) ter Bifidobacterium, ki se nahaja v prebavnem traktu človeka (Ventura in sod., 2007). 
Od omenjenih aktinomicet se streptomicete ločijo po določenih karakteristikah celične stene, 
kot so prisotnost LL-diaminopomelične kisline in glicina, karakteristični sladkorji so odsotni, 
medtem ko so muramični ostanki peptidoglikana acetilirani in jih zato uvrščamo v Tip sensu I 
(Anderson in Wellington, 2001).  
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2.1.2 Morfologija in ekologija Streptomyces 
Streptomicete so gram-pozitivne, aerobne bakterije, ki producirajo približno 2/3 vseh znanih 
antibiotikov. Njihov življenjski cikel je podoben glivam. Značilna je filamentozna rast celic, 
med katero nastane razvejani substratni in zračni micelij. Na začetku vegetativne rasti se 
razvijejo filamenti iz kalečih spor, ki imajo več jeder. Ti filamenti predstavljajo substratni 
micelij, v katerem so  hife  velikosti 0,5–1 µm. Če pride do pomanjkanja hranil, se sproži 
nastanek zračnega micelija, kjer pride v konicah do zorenja spor. Spore predstavljajo dormantne 
oblike, ki omogočajo preživetje v neugodnih pogojih (Anderson in Wellington, 2001). 
Večinoma se streptomicete nahajajo v tleh, kjer degradirajo različne kompleksne rastlinske in 
živalske ostanke, polisaharide, proteine, lignocelulozne in aromatske spojine. To jim omogoča 
njihova proizvodnja in izločanje zelo različnih hidrolitičnih encimov. Namreč, izločajo 
zunajcelične encime, kot so proteaze, celulaze, hitinaze. V tleh so prisotne v številu 104–107 
CFU streptomicet/g tal (Anderson in Wellington, 2001; Ventura in sod., 2007; Chater in sod, 
2010). Streptomicete so mezofilni mikroorganizmi z optimalno temperaturo rasti 25–35 °C in 
optimalnim pH 6,8–8 (Kämpfer, 2006).  
2.1.3 Metabolizem Streptomyces  
Streptomicete so kemoorganotrofni mikroorganizmi z oksidativnim metabolizmom (Kämpfer, 
2005). Sladkorji se po vstopu v celico fosforilirajo s kinazami, nato pa poteka glikoliza. 
Glukozo razgradijo po Embden-Meyerhof-Parnas-ovi poti. Fosfoenolpiruvat-piruvat-
oksalacetat je centralni del metabolizma, ker povezuje TCA cikel z glikolizo in glukoneogenezo 
(Cocharne, 1961; Hiltner in sod., 2015). 
Pri streptomicetah sta znani dve različni poti za asimilacijo dušika. Pri visokih koncentracijah 
dušika je aktivna glutamat dehidrogenaza, ki sintetizira glutamat iz oksalaceteta in amonijeva 
iona brez porabe ATP. V primeru, ko v okolju ni dovolj dušika, pa sta potrebna dva encima, 
glutamin sintetaza (GS) in glutamat sintaza (GOGAT). Glutamin sintetaza katalizira od ATP 
odvisno nastajanje L-glutamina iz L-glutaminske kisline in amonijeva iona. Medtem ko 
GOGAT katalizira sintezo 2 molekul L-glutaminske kisline iz L-glutamina in oksalaceteta 
(Wohlleben in sod., 2007; Geertje, 2011).  
2.1.4 Genom Streptomyces 
Streptomicete imajo pogosto linearen kromosom, velik 8–10 M baznih parov (Mbp) z deležem 
GC baznih parov 72–73 %. Posedujejo tudi linearne ali krožne plazmide. Genom streptomicet 
v osrednjem delu vsebuje zapis za proteine, ki so vključeni v primarni metabolizem (rast, 
podvojevanje, transkripcijo, translacijo). Na zunanjih delih kromosoma, na levi in desni strani, 
se nahajajo geni, ki so pomembni za sekundarni metabolizem. Zanimivo je, da na teh mestih 
pride do genetskih izmenjav. Možno je, da imajo zaradi tega streptomicete velik razpon 
različnih sekundarnih metabolitov (Donadio in sod., 2002; Ventura in sod., 2007, Kirby in 
Chen, 2011). Celotne genomske sekvence so dostopne za S. coelicolor A3(2) (Bentley in sod., 
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2002), S. avermitilis (Omura in sod., 2001), S. lividans TK2 (Ruckert in sod., 2015), S. rimosus 
R6-500 (Baranasic in sod.., 2014), S. rimosus ATCC 10970 (Pethick in sod., 2013) in še za 
številne druge vrste Streptomyces sp.(Deng in sod., 2015; Ortseifen in sod., 2015; Thibessard 
in sod., 2015).  
2.1.5 Sekretorne poti v Streptomyces 
Proteini, ki jih izločajo streptomicete, se najprej sintetizirajo kot prekurzorske molekule 
(preproteini) s hidrofobnim signalnim peptidom na N-terminalnem delu molekule. Ta signalni 
peptid se odcepi s pomočjo signalne peptidaze med ali po premeščanju prekurzorske molekule 
(Anne in Van Mellaert, 1993, Gilbert, 1995). Preprotein je sestavljen iz že omenjene pozitivno 
nabite N-domene, na katero se nastavljajo hidrofobna H-domena in C-domena. C-domena je 
sestavljena iz treh signalnih aminokislin, ki jih prepozna encim signalna peptidaza in tako pride 
do cepitve proteina (Choo in Ranganathan, 2008). Opisani proces je značilen za dva glavna 
različna izločevalna sistema: sekretorno pot (Sec, ang. secretion pathway) in twin-arginin 
translokacijsko pot (Tat, ang. twin-arginine translocation pathway). Lahko pa se uporabi tudi 
sekrecijski sistem tipa VII (ESX, angl. type VII secretion system) (Anné in sod., 2014). V tem 
primeru ni potreben signalni peptid, ampak le sedem aminokislin, ki se nahajajo na C-
terminalnem delu molekule in predstavljajo signal za izločanje proteina (Daleke in sod., 2012).  
Pot Sec je sestavljena iz komponente na notranji strani membrane (YidC), Sec translokaz 
(SecY, SecE, SecG, YajC) in membranskih proteinov za izločanje (SecF, SecD). Ta pot 
omogoča pravilno zvijanje in doseganje nativne konformacije proteinov pri prehodu skozi 
membrano (Cruz-Morales in sod., 2013; Anné in sod., 2014). Pri prenosu proteina skozi 
membrano se porabi ATP. Preprotein se prvotno veže na translokazo, potem pride do prenosa 
in na koncu signalna peptidaza odstrani signalni peptid (Anné in sod., 2012). 
Pot Tat je sestavljena iz proteinov TatA in TatB, ki se nahajata na citoplazemski strani 
membrane, ter TatC, ki je hidrofoben. TatA in TatB imata podobno strukturo in sta amfipatična. 
Ta pot omogoča izločanje zvitih proteinov iz celice, energijo za prehod pa pridobiva s pomočjo 
membranskega potenciala  (Schaerlaekens in sod., 2004; Anné in sod., 2014). 
ESX pot je pomembna pri patogenih mikroorganizmih za izločanje patogenih dejavnikov. 
Proteini, ki se izločajo po ESX poti, so majhni. Biološko vlogo te poti še raziskujejo (Anné in 
sod., 2014). 
2.2 HETEROLOGNO IZRAŽANJE PROTEINOV 
Z uporabo rekombinantne DNA tehnologije in inženiringa proteinov je danes mogoče narediti 
protein po meri zahtev uporabnika ali samega procesa. Encime z izboljšanimi lastnostmi lahko 
pridobimo z inženiringom proteinov s tehnologijo usmerjene mutageneze, kjer s spremembo le 
ene aminokisline lahko izboljšamo termostabilnost, optimum pH in specifičnost za substrat. V 
zadnjem času se uporablja tudi usmerjena evolucija, ki daje hitre rezultate (Johannes in Zhao, 
2006; Sanchez in Demain, 2012). Ta tehnologija se največ uporablja pri izboljšavi proteinov, 
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ki se uporabljajo v farmaciji, genski terapiji, proizvodnji DNA cepiv in rekombinantnih 
proteinskih cepiv.  
Najprej je potrebno izolirati želeno DNA molekulo in nato pomnožiti protein v določenem 
gostitelju za produkcijo heterolognih proteinov v gostiteljskem sistemu. Glede na to, da je vsak 
heterologen protein unikaten in ima svojo končno vlogo, je potrebno v fazi izbire sistema za 
produkcijo upoštevati, kaj najbolj ustreza produktu v smislu donosa, kvalitete proteina in 
njegove funkcionalnosti (Demain in Vaishnav, 2009; Sanchez in Demain, 2012). 
2.2.1 Gostiteljski organizmi 
Gostiteljski sistemi za produkcijo heterolognih proteinov so lahko bakterijske celične kulture, 
celice kvasovk in plesni, celice sesalcev, rastlinske celice, celice žuželk in transgene živali 
(Sanchez in Demain, 2012). Najbolj dominanten gostiteljski organizem je bakterija E. coli; 
primerna je za izražanje encimov, ki se uporabljajo v medicini in diagnostiki. Za izražanje 
medicinsko pomembnih encimov se uporabljajo tudi bakterije rodu Bacillus, kvasovke, celice 
žuželk in celice sesalcev (Foophow in sod., 2010; Chen, 2012; Assenberg in sod., 2013). Poleg 
omenjenih bakterijskih gostiteljskih sistemov obstajajo še glivni gostiteljski sistemi. 
Najpomembnejši so sevi rodov Aspergillus in Trichoderma. Manj pogosto se uporabljajo 
kvasovke: Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris in Kluyveromyces lactis (Singhania in 
sod., 2010). Pomembno je omeniti, da ima vsak gostiteljski sistem svoje prednosti in slabosti, 
zato ni možno uporabiti enega organizma in enega gostiteljskega sistema za izražanje vseh 
proteinov in obratno. Najpogosteje prednosti in slabosti so prikazane v Prilogi B. 
Gram-negativni bakterijski gostiteljski sistemi imajo zunanjo membrano, ki ovira izločanje 
proteinov v zunajcelični prostor, in lahko pride do akumulacije proteinov v periplazmi. V tem 
primeru so proteini v inaktivni obliki in jih je težko ponovno aktivirati (Yoon in sod 2010). 
Glede na to, da gram pozitivne bakterije nimajo zunanje membrane, se proteini izločajo 
direktno v gojišče in se zato lahko uporabljajo kot gostitelji v heterolognem izražanju proteinov. 
Za produkcijo encimov v industrijske namene se uporabljajo tudi organizmi iz rodu 
Streptomyces. Streptomicete predstavljajo potencialno dober gostiteljski sistem za heterologno 
produkcijo proteinov, saj so večinoma nepatogene, industrijski sevi imajo status GRAS in 
izražajo pravilno zvite proteine. S. olivaceus, S. olivochromogenes, S. rubigenosus in S. murinus 
se uporabljajo za biosintezo glukoza izomeraze, ki se nato uporablja v proizvodnji fruktozno-
glukoznega sirupa. Kakovost mesnih in ribjih produktov se izboljšuje z transglutaminazo iz S. 
mobaraensis (Binnie in sod., 1997; Anné in Vrancken, 2014). S. lividans, S. viridosporus in S. 
thermoviolaceus  izločajo ksilanazo, ki se uporablja pri razgradnji lignoceluloze za produkcijo 
bioetanola in v industriji krme (Hurtubise in sod., 1995; Ramachandra in sod., 1987).   
2.2.2 Bakterije rodu Streptomyces in heterologno izražanje proteinov 
Kot že omenjeno v poglavju 2.2.1, se streptomicete zaradi svojih lastnosti, kot so nepatogenost, 
izražanje pravilno zvitih proteinov, enostavno gojenje, zmožnost produkcije visoke količine 
biomase ter možnosti zunajceličnega izločanja lahko uporabljajo kot gostiteljski organizmi za 
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produkcijo heterolognih proteinov. Poleg tega so razvita genetska orodja, ki omogočajo 
uporabo in manipulacijo molekularnih tehnik pri uporabi streptomicet kot gostiteljskega 
organizma (Anné in sod., 2014). Tako poznamo konstitutivne promotorje, ki jih je znanih že 
več, medtem ko so za produkcijo industrijsko pomembnih proteinov uporabnejši inducibilni 
promotorji. Problem je, ker so inducibilni promotorji za streptomicete redki in delujejo le pri 
določenih sevih. S pomočjo genetskih orodij je potrebno prilagoditi sekvence kodonov za 
namen heterologne produkcije, vzrok za to je visoka vsebnost GC baz in drugačen nabor nabitih 
molekul tRNA. Optimalna izbira promotorjev, kodonov in vektorskih sistemov je pomembna 
in vpliva na donos rekombinantnega proteina (Vrancken in Anné, 2009). 
Najbolj preučevana vrsta in sev iz rodu Streptomyces je S. coelicolor A3(2), ki proizvaja največ 
navadnih antibiotikov (Bentley in sod., 2002). Poleg številnih sekundarnih metabolitov ta sev 
vsebuje veliko restrikcijskih sistemov, ki delujejo zaviralno na vektorje, zato je neprimeren kot 
gostiteljski sistem za heterologno produkcijo proteinov. S. lividans je primernejši organizem za 
heterologno produkcijo proteinov, ker ima nizko proteolitično aktivnost, vendar lahko 
producira veliko zunajceličnih proteinov (Binnie in sod., 1997). V industrijske namene, kot je 
predvsem produkcija oksitetraciklina, se uporablja S. rimosus. Genska orodja so dobro razvita 
za manipulacijo S. rimosus, razen tega je za te sev značilna hitra rast (Petković in sod., 2006).  
Poleg tega poseduje S. rimosus odlične sisteme za izločanje proteinov v bioaktivni obliki iz 
celic. V nekaterih primerih se več kot 90 % heterolognega proteina izloči v gojišče. S. rimosus 
je nepatogena bakterija in ima status GRAS ter je primeren gostitelj za izražanje encima fitaza 
(Magdevska in sod., 2011). Slabost seva S. rimosus pa je, da obstaja možnost, da zunajcelične 
proteaze razgradijo rekombinantni protein (Fornwald in sod., 1993). 
V literaturi se kot gostitelj za heterologno produkcijo peroteinov najpogosteje omenja S. 
lividans. S tem gostiteljskim sevom so do sedaj izrazili veliko prokariontskih in evkariontskih 
proteinov (Preglednica 1) (Binnie in sod., 1997; Vrancken in Anné, 2009). V S. lividans so 
heterologno proizvedli tudi humani granulocitno-makrofagni kolonije stimulirajoči faktor 
(GM-CSF), ki je uspešno končal klinično fazo III (Vrancken in Anné, 2009). Ostali sevi 
Streptomyces, ki se uporabljajo za izražanje rekombinantih encimov, so: S. galbus DSM 40480, 
Streptomyces sp. M097, S. rimosus, S. avermitilis in S. venezuelae. V morskem izolatu 
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Preglednica 1: Primeri heterologno izraženih proteinov v S. lividans 
Protein Izvorni organizem Referenca 
Agaraza S. coelicolor A3(2) Kendall in Cullum, 1984  
α-amilaza Streptomyces griseus 
IMRU3570 
Vigal in sod., 1991 
β-laktamaza Streptomyces cacaoi Lenzini in sod., 1987 
Esteraza Streptomyces scabies Hale in sod., 1992 
Celulaza Thermomonospora fusca Jung in sod., 1993 
Interlevkin-1 Escherichia coli Lichenstein in sod., 1988 
Hirudin Hirudo medicinalis Bender in sod., 1990 
Interferon-1α človek Noack in sod., 1988 
Interlevkin-1 človek Lichenstein in sod., 1988 
T-celični receptor CD4 človeške T celice Fornwald in sod., 1993 
 
2.3 PROTEINAZE  
Uporaba encimov za procese fermentacije je znana že od antike. Encimi mikroorganizmov so 
se uporabljali v peki, pivovarstvu, proizvodnji vina in sira. S povečevanjem znanja in z 
napredkom analitskih tehnik so odkrili različne sposobnosti in funkcije encimov, kot je na 
primer selektivna modifikacija proteinov in razgradnja fibrinskega strdka (Sawant 2014., 
Sharma in sod., 2017). Svetovna proizvodnja in prodaja encimov se še vedno povečuje. To je 
posledica velikih potreb po encimih v famacevtski industriji, proizvodnji kemikalij, biogoriv in 
industriji detergentov (El Enshasy in sod., 2008, Sharma in sod., 2017). Proteinaze so ena od 
največjih skupin industrijsko pomembnih encimov in predstavljajo 60 % skupne svetovne 
proizvodnje encimov (Sawant 2014., Sharma in sod. 2017).  
Proteinaze so ubikvitarni encimi, ki katalizirajo hidrolitske reakcije cepitve proteinskih molekul 
v peptide in aminokisline (Sumantha in sod, 2006). Ne glede na različne funkcije in oblike, ki 
jih imajo, je skupna lastnost proteaz cepitev peptidnih vezi na edinstven način. Namreč, 
proteinaze katalizirajo cepitev peptidnih vezi z reakcijo hidrolize oziroma adicijo molekule 
vode v peptidno vez (Berg in sod., 2002).  
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Slika 1: Reakcija hidrolize peptidne vezi (Berg in sod., 2002). 
Peptidna vez je planarna, to pomeni, da se v paru aminokislin, ki sta povezani s peptidno vezjo, 
vseh šest atomov nahaja v eni ravnini. Takšne vezi so odgovorne za kinetično stabilnost 
molekul in proteinov. Poleg tega je zaradi resonance, oziroma delne delitve dveh parov 
elektronov karbonilnega kisika in amidnega dušika,  ki daje peptidni vezi delno karakteristike 
dvojne vezi, molekula odporna na hidrolizo. V tem primeru je vez med ogljikom in dušikom 
»ojačana« z dvojno vezjo, zato je karbonilni ogljik manj elektrofilen in manj dovzeten za 
nukleofilno adicijo. Posledično je za spodbujanje in pospešitev cepitve peptidne vezi potreben 
encim, ki olajša nukleofilni napad na nereaktivno karbonilno skupino (Berg in sod., 2002).  
 
Slika 2: Resonančne strukture v molekuli proteina (Berg in sod., 2002). 
Na osnovi mnogih strukturnih in funkcionalnih razlik imajo proteinaze veliki niz različnih 
funkcij, kot so npr. ponovna uporaba intracelularnih proteinov, razgradnja hranil in usmerjanje 
kaskade imunološkega sistema (Craik in sod., 2011). Glede na mesto cepitve substrata 
proteinaze razdelimo v endopeptidaze in eksopeptidaze. Eksopeptidaze cepijo peptidno vez na 
zunanjem C (karboksipeptidaze) ali N (aminopeptidaze) koncu proteina. Endopeptidaze cepijo 
peptidno vez proti sredini molekule in jih lahko razdelijo v 6 skupin glede na funkcionalno 
skupino v aktivnem mestu substrata, tako poznamo: serinske proteaze, serin-karboksilne 
proteaze, cisteinske proteaze, aspartatske proteaze, metalo-proteaze I in metalo-karboksilne 
proteaze. Poleg tega lahko proteaze razdelimo glede na pH območje, v katerem so aktivne, na 
nevtralne, alkalne in acidofilne (Li in sod., 2012). Trenutno znane proteinaze uporabljajo 
mehanizme cepitve molekul, ki so naravno evoluirani, medtem ko so lastnosti topnosti in 
stabilnosti genetsko dizajnirane. Večina naravno prisotnih proteinaz se na začetku producira v 
inaktivni obliki kot prekurzorji, ki jih imenujemo cimogeni. Nekateri cimogeni se aktivirajo s 
spremembami v okolju, kar provzroči konformacijsko spremembo, ali z vezavo molekule, kar 
provzroči nastajanje aktivne oblike. Aktivacija cimogena vključuje ekspresijo proteinaze 
skupaj s cepitvijo proregije, kar omogoča  proteolitsko aktivnost. Proregija je N-terminalna 
sekvenca, ki prostorsko ovira aktivacijsko mesto. Poleg vloge prostorskega oviranja je 
aktivacijski segment oziroma proregija pomembna v zvijanju, stabilnosti in razporeditvi 
prekurzorjev proteinaz (Li in sod., 2012; Tavano, 2013).  
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2.3.1 Uporaba proteinaz v industriji 
Proteinaze so se prvotno uporabljale v usnjarstvu, proizvodnji detergentov in v živilski 
industriji (Sumantha in sod., 2006). Industrijska proizvodnja encimov je začela rasti v 80. in 
90. letih prejšnjega stoletja, ko je prišlo do velike uporabe mikrobnih encimov. Pred tem so se 
večinoma uporabljali živalski in rastlinski encimi, ki so bili težko dostopni in cenovno 
neugodni. Danes se encimi komercialno proizvajajo s pomočjo genetskega in proteinskega 
inženiringa. Rekombinantni encimi so pomembni v medicini, diagnostiki, agronomiji, živilstvu, 
papirni, kemijski in tekstilni industriji ter v industriji plastike (Seong in sod., 2004; Sanchez in 
Demain, 2012). Mikroorganizmi predstavljajo dober vir encimov, saj hitro rastejo, s pomočjo 
optimizacije bioprocesnih pogojev ali z uporabo dokaj enostavnih genskih manipulacij pa lahko 
pridobimo velike količine kakovostnega proizvoda (Demian in Vaishnav, 2009; Kumar, 2014). 
Za doseganje visokega donosa rekombinantnega industrijskega encima se navadno izbere 
filogenetsko soroden sev organizmu, iz katerega izhaja zapis za želeni encim (Kresse, 2006). V 
primerjavi z ostalimi proteini imajo mikrobni proteini daljši rok trajanja, skladiščenje pa je bolj 
enostavno (Demian in Vaishnav, 2009; Kumar, 2014). 
Zaradi katalitične aktivnosti predstavljajo proteinaze cenovno ugodno izbiro za hidrolizo 
peptidnih vezi v industrijske namene. Poleg tega uporaba proteinaz v komercialne namene 
zahteva njihovo visoko aktivnost tudi pri nefizioloških pogojih, kot so npr. visoka temperatura 
in pH ter prisotnost detergentov. Pomanjkanje takšnih selektivnih pritiskov med naravno 
evolucijo proteinaz pomeni, da jih je večina nestabilnih in inaktivnih v nefizioloških pogojih. 
Genetski inženiring proteinaz s ciljano mutagenezo ali direktno evolucijo pa lahko ustvarja 
proteinaze z izboljšano funkcijo z  namenom uporabe v industriji (Bryan, 2000).  
Pod vplivom visoke temperature se nekovalentne vezi znotraj zvitega proteina lažje razcepijo, 
kar lahko provzroči razvijanje proteinov. Med procesom razvijanja lahko pride do agregacije 
proteinov zaradi izpostavljenosti hidrofobnih ostankov. Poleg tega se proteini lahko inaktivirajo 
z več mehanizmi, kot so: deamidacija asparagina (Asn) in glutamina (Gln), hidroliza peptidnih 
vezi, β-eliminacija disulfidnih vezi ter oksidacija metioninskih in cisteinskih ostankov (Dill, 
1990). Večanje stabilnosti strukture proteinov se lahko izvaja z uvajanjem nenaravnih 
intramolekularnih disulfidnih vezi. Te dodatne vezi znižajo entropijo polipeptidnih verig in na 
ta način stabilizirajo zvite proteine (Takagi in sod., 1990). Poleg tega se za izboljšanje strukture 
proteinov uporablja modifikacija aminokislin, da ne bi prišlo do oksidativne inaktivacije 
encima. Termostabilnost se doseže, tako da in vitro načrtno zamenjamo ali odstranimo kodone 
za določene aminokisline (Robb in Clark, 1999; Haki 2003). Stabilnost proteinov se lahko 
poveča tudi z vezavo kovinskega iona. V primeru subtilizina dodajanje kalcijevega kationa 
povečuje stabilnost proteaze (Li in sod., 2012). 
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Slika 3: Prikaz uporabe rekombinantnih komercialnih proteaz (prirejeno po Li in sod., 2013). 
2.3.2 Proteinaze mikrobnega izvora 
Hidrolitični mikrobni encimi sodelujejo v številnih metabolnih procesih in so pomembni tudi v 
industriji. Mikroorganizmi proizvajajo veliko proteinaz, ki so lahko znotrajcelične ali 
zunajcelične. Znotrajcelične proteinaze so pomembne pri diferenciaciji in sporulaciji celice, 
zorenju encimov in hormonov ter sodelujejo pri vzdrževanju optimalne količine proteinov v 
celici. Zunajcelične proteinaze so pomembne za hidrolizo proteinov v okoljih brez celic in 
omogočajo celicam uporabo hidrolitskih produktov ter sodelujejo pri razgradnji proteinov v 
industriji. Mikrobne proteinaze se pogosto uporabljajo v biofarmaciji, diagnostiki, kot 
detergenti, v obdelavi usnja, v živilski industriji in predelavi odpadkov (Gupta in sod., 2002). 
V letu 2009 je globalni trg za proizvajanje industrijskih encimov dosegal 2,5 milijardi dolarjev 
na leto. Največja skupina encimov, ki se proizvajajo, so proteinaze in predstavljajo približno 
60 % skupnega trga (Demian in Vaishnav, 2009). 
Kot že omenjeno, so proteinaze klasificirane v skupine, enako velja tudi za mikrobne 
proteinaze. V industriji se najpogosteje uporabljajo alkalne proteinaze (Slika 3), ker so aktivne 
v nevtralnem in alkalnem pH območju. Takšne proteaze so npr. serinske proteinaze, ki se veliko 
uporabljajo zaradi svoje aktivnosti v območju pH 7–11 in stabilnosti. Imajo širok razpon 
specifičnosti za substrate in večinoma majhno molekulsko maso. Veliko se uporablja tudi 
kimotripsinu podobna proteinaza. Kimotripsin je prebavni encim sesalcev, ki je najbolj aktiven 
pri pH 8 in je strukturno homologen tripsinu, trombinu in elastazi ter se lahko izraža v sevih 
roda Streptomyces (Gupta in sod., 2002). Preglednica 2 prikazuje industrijsko najpomembnejše 
rekombinantne encime. Poleg teh obstajajo proteinaze, ki se veliko izražajo v Bacillus spp., kot 
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industriji in industriji detergentov. Poleg izražanja proteaz, se  bakterije rodu Bacillus spp. 
uporabljajo za produkcijo amilaz (Demian in Vaishnav, 2009; Akthar in sod. 2013). 
Preglednica 2: Prikaz industrijsko najpomembnejših encimov (Jaeger in Eggert., 2002; Demian in Vaishnav, 2009; 
Singhania in sod., 2010). 
Organizem Encim Uporabnost encima 
Escherichia coli amidaza Proizvodnja 6 aminopenicilanske kisline  
Streptomyces spp. glukoza izomeraza Izomerizacija D-glukoze v D-fruktozo  
Streptomyces mobaraensis transglutaminaza Izboljšanje kakovosti mesnih in ribjih izdelkov 
Pseudomonas chlorapis nitrilna hidraza Proizvajanje akrilamida iz akrilonitrila 
Bacillus spp. proteaze, amilaze Uporaba v industriji detergentov in peki 
 
2.3.2.1 Pernizin in produkcijski sev Aeropyrum pernix 
Pernizin je termostabilna zunajcelična serinska proteinaza. Prvotno je bil izoliran iz 
hipertermofilnega mikroorganizma Aeropyrum pernix K1. Kodirajoča regija gena za pernizin 
je dolga 1293 bp (European Molecular Biology Laboratory), kar se prevede v 430 aminokislin 
(Sako in sod., 1997; Kawarabayasi in sod., 1999; Šnajder in sod., 2012). Aeropyrum pernix K1 
je hipertermofilni mikroorganizem, izoliran iz morja, z optimalno rastjo pri temperaturi 95 °C. 
Sodi v filogenetsko domeno arhej glede na analizo 16S rRNA in prisotnost izoprenskih eterskih 
lipidov. Celice so nepravilne in večinoma kokoidne, gram negativne, velike približno 0,8–1 µm 
in so gibljive (Sako in sod., 1996). Genom te arheje je velik 1,7 Mbp (Kawarabayasi in sod., 
1999). Arheje so skupina živih bitij, ki imajo določene lastnosti bolj podobne bakterijam 
(metabolizem, celična organizacija), medtem ko so replikacijski, treanskripcijski in 
translacijski sistem bolj podobni evkariotom. Seveda obstajajo lastnosti, kot je celična stena, ki 
so specifične le za arheje (Robb in Place, 1995; Forterre in sod., 2002; Koga in Morii, 2005). 
Lastnosti kot take jim pomagajo pri rasti in delovanju v ekstremnih pogojih (Stetter, 2007). 
Pernizin je homologen ostalim termostabilnim encimom, kot so: Tk-subtilisin in TK-SP, 
izolirana iz T. kodakaraensis, aerolizin iz A. pernix in akvalizin I iz T. aquaticus (Sako in sod., 
1996). Večina hipertermofilnih proteaz po analizi genskih sekvenc sodi v družino subtilizinu 
podobnih proteaz (subtilaze), ki so nato klasificirane v družine: subtilizin, termitazo, proteinazo 
K, lantibiotik peptidazo, keksin in pirolizin (Siezen in Leunissen, 1997).  
Subtilaze se sintetizirajo v celici kot prekurzorji, ki se imenujejo preprosubtilizini, in v katerih 
sta presekvenca in prosekvenca vezani na N-koncu zrelega proteina. Presekvenca je signalni 
peptid, ki poganja izločitev prosubtilizna skozi citoplazemsko membrano, medtem ko 
prosekvenca deluje kot intramolekularni šaperon, ki poganja pravilno zvijanje proteina in vodi 
do aktivne oblike encima (Catara in sod., 2003). Subtilizinu podobni encimi imajo evolucijsko 
ohranjen katalitični del, sestavljen iz treh delov, ti so Asp149, His184 in Ser335, oziroma v 
obliki katalitične triade v tridimenzionalnem prostoru. Takšni encimi so široko specifični s 
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preferenco za hidrofobne aminokisline (Siezen in Leunissen, 1997; Page in Cera, 2008; Tripathi 
in Sowdhamini, 2008). Subtilizinu podobne proteinaze imajo 2 do 7 vezavnih mest za ione 
kalcija, vezava teh ionov  lahko poveča stabilnost encimov (Foophow in sod., 2010). 
2.3.2.1.1 Lastnosti pernizina 
Pernizin je zunajcelična endopeptidaza, ki sodi v družino serinskih metaloproteaz, in je aktiven 
v temperaturnem razponu 60 – 99 °C, pH razponu 5 – 12 ter v prisotnosti NaCl v koncentracijah 
0 – 500 mM. Optimalna aktivnost pernizina je bila zabeležena pri temperaturi   85 °C, pH 7 in 
v prisotnosti 20 mM NaCl. Ob dodajanju 1 mM CaCl2 se encimska aktivnost pernizina proti 
substratu (azokazeinu) dvakrat poveča in se premakne temperaturni optimum na 105 °C in 
optimum pH na 6,5 (Catara in sod, 2003; Šnajder in sod., 2012). Dokazano je, da zunajcelične 
proteaze hipertermofilnih organizmov ohranijo svojo aktivnost in konformacijo tudi pri višjih 
temperaturah, kot je najvišja temperatura rasti za tisti organizem (Vieille in Zeikus, 2001). 
Aktivnost pernizina se lahko inhibira ob dodatku EDTA ali EGTA. Študije izvedene z A. pernix 
in z nativnim pernizinom so pokazale, da je njegova molekulska masa 45 kDa s proregijo in 34 
kDa brez proregije, medtem ko ima aktivna oblika pernizina molekulsko maso 23 kDa (Šnajder 
in sod., 2012; Šnajder in sod., 2013).  
V letu 2003 so rekombinantni pernizin izrazili v E.coli in ga identificirali kot monomerno 
proteazo z molekulsko maso 34 kDa. Poleg tega so ugotovili, da ioni kalcija (Ca2+) v pernizinu 
več prispevajo k stabilizaciji encima kot k njegovi aktivnosti (Catara in sod., 2003). Nadaljnje 
študije rekombinantnega pernizina so potrdile nekatere že omenjene lastnosti pernizina. 
Molekulska masa encima je 34 kDa po procesu autoproteolize, medtem ko s proregijo (pred 
autoproteolizo) molekulska masa znaša 55 kDa.  
Glede na prisotnost Ca2+, ki deluje kot kelator, se ob dodatku inhibitorjev (EDTA, EGTA) 
aktivnost rekombinantnega pernizina zmanjša. Temperaturni optimum rekombinantnega 
encima je 100 °C, medtem ko je optimum pH 7. Ob dodatku NaCl (100–  300 mM) se aktivnost 
pernizina poveča. Reducenti in detergenti (jodoacetamin, DDT, 2-merkaptoetanol) niso 
polponoma inhibirali aktivnosti pernizina (Šnajder in sod., 2015).  
2.3.2.1.2 Uporaba pernizina 
A. pernix živi v okolju pri visokih temperaturah, 70 – 120 °C, in so zato proteini, ki jih proizvaja, 
potencialno uporabni v biotehnologiji, tam kjer so prisotni ekstremni pogoji (Milek in sod., 
2007). Kot je že omenjeno v poglavju 2.1.1, je problem pri encimih, ki se uporabljajo v 
industriji, ta, da morajo biti aktivni tudi v nefizioloških pogojih. Glede na to, da je pernizin 
termostabilen protein izoliran iz hipertermofilnega organizma, ima lahko dober potencial za 
uporabo v industriji.  
Termostabilna proteaza pernizin se lahko uporablja v različnih industrijah, od čistilne industrije 
do medicine, kjer so prisotne visoke temperature in neugodni pogoji, kot je prisotnost 
detergentov in reducentov. Dokazana je bila encimska razgradnja proteinskih agregatov, kot so 
infektivni prioni (PrPSc), s pomočjo pernizina. Glede na to, da PrPSc mezofilne proteaze 
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razgradijo le delno, lahko pri visokih temperaturah izkoriščamo termostabilne proteaze, kot je 
pernizin. Poleg tega se pernizin lahko uporablja pri sterilizaciji operacijske opreme v 
bolnišnicah, v čistilni industriji kot dodatek detergentom, pri čiščenju trdnih površin s 
proteinskimi ostanki ter kot zamenjava za proteinazo K, ki se uporablja v molekularni biologiji 
(Šnajder in sod., 2012). Pernizin ima širok spekter uporabe zaradi širokega temperaturnega (55 
– 125 °C) in pH razpona (3 – 10), poleg tega deluje tudi ob prisotnosti detergentov in 
denaturantov (Šnajder in sod., 2015). 
Poleg pernizina so preučavali tudi ostale termostabilne proteaze (priloga A) iz različnih 
organizmov: Desulfurococcus sp. SY (Cowan in sod. 1987; Hanzawa in sod. 1996), Sulfolobus 
solfataricus (Burlini in sod. 1992; Gogliettino in sod. 2012), Pyrubaculum aerophilum (Völkl 
in sod. 1994), Pyrococcus furiosus (Voorhorst in sod. 1996), Thermococcus kodakaraensis 
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3 MATERIAL IN METODE 
3.1 MATERIAL 
3.1.1 Delovni mikroorganizem 
Uporabljali smo dva transformirana seva bakterije Streptomyces rimosus M4018, ki je osnovni 
sev za produkcijo oksitetraciklina. Izbrana klona imata oznako PER4 in PER5 in sta 
transformirana s plazmidom pVF tcp830 srT pernisine HT, gre pravzaprav za ''shuttle'' plazmid, 
ki se lahko replicira tako v E. coli kot v S. rimosus. Oznaka tcp830 pomeni, da ima plazmid 
tetraciklinski promotor, srT pa je oznaka za nativno signalno sekvenco serinske proteaze v S. 
rimosus, ki omogoča izločanje rekombinantnega pernizina v gojišče. Poleg tega je gen za 
pernizin kodonsko optimiziran za izražanje v S. rimosus (oznaka CO) in ima polihistidinski rep 
na C-terminalnem koncu (HT). Tako transformirana klona producirata serinsko proteazo 
pernizin, ki je bila prvotno izolirana iz arheje Aeropyrum pernix K1. Zaradi transformacije s 
plazmidom bakterija S. rimosus izloča rekombinatni pernizin brez proregije v medij. Poleg dveh 
produkcijskih sevov – PER4 in PER5, smo uporabljali tudi kontrolni transformirani sev 
Streptomyces rimosus M4018 s plazmidom pVF, ki je v osnovi enak kot plazmid pVF tcp830 
srT pernisine CO HT, ampak ne vsebuje promotorske regije, signalne sekvence in zapisa za 
pernizin. 
 
Slika 4: Slika plazmida pVF srT pernisine CO HT narejeno z „SnapGene“ 
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Transformirana bakterija Streptomyces rimosus s plazmidom pVF vsebuje antibiotični marker, 
in je odporna na tiostrepton. Dodatek tega antibiotika v SM gojišče je omogočil rast le 
transformiranih bakterij Streptomyces rimosus. Založna koncentracija antibiotika, ki je bil 
hranjen v DSMO, je bila 30 mg/mL. V SM gojišče ga je bilo potrebno dodati do končne 
koncentracije 30 µg/mL. 
3.1.3 Gojišča 
V tem poskusu smo uporabljali 3 različna osnovna gojišča – soja-manitol gojišče (SM gojišče), 
vegetativno GOTC gojišče in produkcijsko GOTC gojišče, ki smo ga tekom eksperimentalnega 
dela modificirali zaradi optimizacije produkcije pernizina. 
SM gojišče 
Preglednica 3: Sestava SM gojišča 
Sestavine Koncentracija (g/L) 
Sojina moka 20 
D-manitol 20 
Bakteriološki agar 20 
Destilirana voda  do 1000 mL 
 
Za SM gojišče je bilo potrebno zatehtati vse omenjene sestevine, jih raztopiti v vodi in umeriti 
volumen z merilnim valjem do 1000 mL. Potem smo gojišče segrevali v mikrovalovni pečici, 
dokler se agar ni raztopil, nato pa umerili pH gojišča na pH 7. Na koncu smo gojišče 
avtoklavirali 30 minut pri temperaturi 121 °C in tlaku 1,2 bara. V ohlajeno gojišče smo 
aseptično dodali antibiotik tiostrepton in aseptično razlili gojišče v petrijeve plošče. Plošče smo 
do uporabe hranili v hladilniku. SM gojišče smo uporabili za namnožitev in pripravo spor 
Streptomyces rimosus. 
Vegetativno GOTC gojišče 
Preglednica 4: Sestava vegetativnega gojišča 
Sestavine Koncentracija   (g/L) 
Tripton 15 
Glukoza 10 
Kalcijev karbonat 1 
Kvasni ekstrakt 5 
Destilirana voda do 1000 mL 
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Za vegetativno GOTC gojišče je bilo potrebno zatehtati vse omenjene sestavine, jih raztopiti v 
vodi med mešanjem z magnetnim mešalom in umeriti volumen z merilnim valjem do 1000 mL. 
Po 50 mL tako narejenega gojišča smo razdelili v 250 mL erlenmajerice in jih zamašili s 
penastimi zamaški ter avtoklavirali 20 min pri temperaturi 121 °C  in  tlaku 1,2 bara. Gojišče 
smo uporabili za pripravo inokuluma za produkcijsko GOTC gojišče. 
Produkcijsko GOTC gojišče 
Preglednica 5: Sestava produkcijskega gojišča 
Sestavine Koncentracija   
(g/L) 
MOPS 7 
Sojina moka 42 
Amonijev sulfat 6 
Magnezijev klorid 2 
Natrijev klorid 1,5 
Kalcijev karbonat 7,3 
Škrob 28 
Cinkov sulfat (1 %) 10 mL 
Manganov sulfat (1 %) 3,75 mL 
Pitna voda do 1000 mL 
 
Pri pripravi produkcijskega GOTC gojišča je bilo potrebno zatehtati vse omenjene sestavine in 
odpipetirati ustrezne volumne cinkovega in manganovega sulfata. Sestavinam smo dodali pitno 
vodo in umerili volumen na 1000 mL. Pripravljeno gojišče smo segrevali na 80 °C in mešali na 
magnetnem mešalu ter na koncu ohladili na sobno temperaturo. Potem smo gojišče umerili na 
pH vrednost 6,25, za to smo uporabljali 10 % raztopino NaOH in HCl. Na koncu smo 5 mL 
pripravljenega gojišča razdelili v 50 mL Eppendorferjeve centrifugirke in jih zamašili s 
penastimi zamaški. Gojišče smo avtoklavirali 20 min pri temperaturi 121 °C in tlaku 1,2 bara 
ter ga do uporabe hranili na sobni temperaturi. 
3.1.4 Raztopine in pufri 
3 % raztopina azokazeina (substrat) 
Za pripravo 7,5 mL substrata je bilo potrebno zatehtati 225 mg azokazeina. V čašo, kamor smo 
zatehtali azokazein, smo dodali določen volumen ddH2O in premešali na magnetnem mešalu. 
Do uporabe smo pripravljeno raztopino substrata hranili na sobni temperaturi. Za testiranje 
posameznega vzorca smo porabili 125 µL substrata (poglavlje 3.2.5.2., preglednica 8).  
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1 % raztopina cinkovega sulfata (ZnSO4) 
V stekleničko smo zatehtali 1,78 g ZnSO4 x 7H2O in dodali dH2O do 60 mL. Nato smo raztopino 
premešali na magnetnem mešalu in umerili volumen z merilnim valjem do 100 mL. Tako smo 
dobili 1 % raztopino ZnSO4. Na koncu smo raztopino avtoklavirali 20 minut pri temperaturi 
121 °C in tlaku 1,2 bara. Do uporabe smo raztopino hranili na sobni temperaturi. 
10 % raztopina glicerola 
Za pripravo 10 % raztopine glicerola smo v merilnem valju odmerili 10 mL 100 % glicerola in 
90 mL dH2O. Potem smo pripravljeno raztopino avtoklavirali 20 minut pri temperaturi 121 °C 
in tlaku 1,2 bara. Do uporabe smo raztopino hranili pri temperaturi 4 - 8 °C. 
40 % raztopina glicerola 
Za pripravo 40 % raztopine glicerola smo v merilnem valju odmerili 40 mL 100 % glicerola in 
60 mL dH2O. Potem smo pripravljeno raztopino avtoklavirali 20 minut pri temperaturi 121 °C 
in tlaku 1,2 bara. Do uporabe smo raztopino hranili pri temperaturi 4 – 8 °C. 
40 % raztopina glukoze 
Za pripravo 40 % raztopine glukoze smo v čašo dodali dH2O do približno 60 mL, medtem ko 
smo zatehtali 40 g glukoze in jo postopoma dodajali ob mešanju na magnetnem mešalu. Potem 
smo z merilnim valjem umerili volumen do 100 mL. Na koncu smo raztopino avtoklavirali 
20 minut pri temperaturi 121 °C in tlaku 1,2 bara. Do uporabe smo raztopino hranili pri 
temperaturi 4 – 8 °C. 
40 % raztopina laktoze 
Za pripravo 40 % raztopine laktoze smo dodali približno 50 mL dH2O v čašo, medtem ko smo 
zatehtali 40 g laktoze in določeno maso laktoze postopoma dodajali dH2O ob mešanju z 
magnetnim mešalom. Glede na to, da je sadkor potrebno raztopiti, smo vodo segreli do 70 °C. 
Ko se je sladkor raztopil, smo dodali še dH2O in z merilnim valjem umerili volumen do 100 mL. 
Na koncu smo raztopino avtoklavirali 20 minut pri temperaturi 121 °C in tlaku 1,2 bara. Do 
uporabe smo raztopino hranili pri temperaturi 4 – 8 °C. 
1 % raztopina manganovega sulfata  (MnSO4) 
Za pripravo 1 % raztopine MnSO4 je bilo potrebno zatehtati 1,12 g MnSO4xH2O in dodati dH2O 
do 60 mL. Potem smo raztopino premešali na magnetnem mešalu in umerili volumen do 
100 mL. Na koncu smo raztopino avtoklavirali 20 minut pri temperaturi 121 °C in tlaku 
1,2 bara. Do uporabe smo raztopino hranili na sobni temperaturi. 
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40 % raztopina manitola 
V čašo smo dodali približno 50 mL dH2O in zatehtali 40 g manitola, ki smo ga postopoma 
dodajali v  vodo ob mešanju z magnetnim mešalom. Raztopino smo segreli do 70 °C, ker se je 
sladkor moral raztopiti. Potem smo dodali še dH2O in z merilnim valjem umerili volumen do 
100 mL. Na koncu smo raztopino avtoklavirali 20 minut pri temperaturi 121 °C in tlaku 
1,2 bara. Do uporabe smo raztopino hranili pri temperaturi 4 – 8 °C. 
5 M raztopina natrijevega hidroksida (NaOH) 
Za pripravo 5 M NaOH je bilo potrebno v čašo zatehtati 20 g NaOH. V čašo smo odmerili 
50 mL ddH2O in dodali NaOH, potem smo raztopino premešali z magnetnim mešalom in jo 
prelili v 50 mL Eppendorferjeve centrifugirke. Do uporabe smo raztopino hranili na sobni 
temperaturi.  
Pufer (50 mM Tris-HCl  1 mM CaCl2) 
Za pripravo pufra je bilo potrebno zatehtati 3,035g Tris-HCl in 0,0735g (73,51 mg) CaCl2. 
Potem smo z merilnim valjem odmerili 500 mL ddH2O in jo prelili v čašo ter dodali zatehtane 
mase kemikalij. Na koncu smo raztopino premešali na megnetnem mešalu in razdelili v 50 mL 
Eppendorfejeve centrifugirke. Do uporabe smo centrifugirke s pufrom hranili v zamrzovalniku 
na – 20 °C.  
40 % raztopina saharoze 
V steklenico smo dodali približno 60 mL dH2O, zatehtali 40 g saharoze in postopoma dodajali 
saharozo ob mešanju na magnetnem mešalu. Potem smo z merilnim valjem umerili volumen 
do 100 mL. Na koncu smo raztopino avtoklavirali 20 minut pri temperaturi 121 °C in tlaku 
1,2 bara. Do uporabe smo raztopino hranili pri temperaturi 4–8 °C. 
15 % trikloroctena kislina (TCA) 
Z merilnim valjem smo odmerili 40 mL ddH2O in jo prelili v Eppendorfejevo centrifugirko, 
potem smo zatehtali 6 g TCA in jo dodali v centrifugirko. Centrifugirko smo zaprli in vse 
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Preglednica 6: Uporabljene kemikalije 
Kemikalija Proizvajalec 
Amonijev sulfat Merck 
Azokazein Sigma-Aldrich 
Bakteriološki agar Biolife 




Kalcijev karbonat Merck 
Kalcijev klorid Merck, Kemika 
Kazein Sigma-Aldrich 
Koruzna namakalna vodica (CSL) Roquette 
Kromprijev dekstrin Fluka 
Kvas Sigma-Aldrich 
Kvasni ekstrakt Biolife 
Laktoza Torlak 
Magnezijev klorid Kemika 
Manganov sulfat Merck 
Manitol Kemika 
Natrijev hidroksid Kemika 
Natrijev klorid Merck 
Ribje olje Lekarna 
Saharoza  Sigma–Aldrich 
Sojin pepton Fluka 
Sojina moka Sigma 
Sojino olje Zvezda 
Škrob (koruzni) Merck 
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Preglednica 7: Uporabljene aparature in oprema 
Aparatura Proizvajalec 
avtoklav Sutjeska 
avtomatske pipete Eppendorf, Gilson 
brezprašna komora SMBC122VA Iskra Pio 
centrifuga Eppendorf, Tehtnica 
hladnik in zamrzovalna omara Gorenje 
inkubator Sutjeska 
magnetno mešalo Rotamix 
pH meter Mettler Toledo 
spektrofotometer Tecan Thermo Fischer Scientific 
sušilna omara Elektomedica 
štoparica   
tehtnica  Sartorius excellence in Mettler Toledo 
vrtinčnik Ika 
vrtinčnik s termometrom Ika 
 
3.1.7 Steklovina in potrošni material 
- aluminijasta folija 
- drigalske spatule za enkratno uporabo 
- čaše (30 mL, 50 mL, 100 mL, 200 mL, 250 mL, 500 mL, 1000 mL, 2000 mL) 
- Eppendorferjeve centrifugirke (1,5 mL, 2 mL, 50 mL) 
- epruvete 
- Erlenmajerjeve steklenice 
- merilni valj 
- kovinska žlička 
- mikrotiterske plošče 
- nastavki za avtomatske pipete 
- Pasteurjeve pipete 
- penasti zamaški 
- pinceta 
- plastične petrijevke 
- steklena palčka za mešanje 
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3.2.1 Gojenje bakterije Streptomyces rimosus in priprava suspenzije spor 
Suspenzije spor Streptomyces rimosus dveh različnih produkcijskih sevov PER4 in PER5 ter 
kontrolnega seva KON (pVF) so bile shranjene v zamrzovalniku na – 80 °C. Za namnoževanje 
bakterije smo prenesli 100 µL suspenzije spor omenjenih sevov na plošče s SM gojiščem in 
razmazali suspenzijo po gojišču z drigalsko spatulo. Inokulirane plošče smo inkubirali 8 dni na 
temperaturi 30 °C. Potem, ko so kolonije Streptomyces rimosus zrasle, smo na plošče z gojiščem 
dodali 2 mL 10 % glicerola, ki smo ga z drigalsko spatulo razmazali, in postrgali spore. Na ta 
način smo naredili suspenzijo spor, ki smo jo prenesli v 2 mL Eppendorferjeve centrifugirke in 
jo potem hranili v zamrzovalniku na – 20 °C. 
3.2.2 Gojenje bakterije Streptomyces rimosus v vegetativnem GOTC gojišču 
Vegetativno GOTC gojišče smo naredili na način opisan v preglednici 4. V 50 mL gojišča smo 
aseptično dodali 100 µL suspenzije spor izbranega seva. Inkubacija je potekala 24 ur na 
stresalniku pri 220 rpm in temperaturi 30 °C. 
3.2.3 Gojenje bakterije Streptomyces rimosus v produkcijskem GOTCgojišču  
Po 24 urah gojenja izbranih sevov bakterij Streptomyces rimosus v vegetativnem gojišču smo 
prenesli 500 µL inokuluma  v 5 mL produkcijskega GOTC gojišča. Bioproces je potekal 3 ali 
5 dni pri določenih pogojih na stresalniku; hitrost stresanja 220 rpm, temperatura 30 ˚C, 
vlažnost 60 %. Produkcijsko gojišče brez spremenjenih koncentracij soje in škroba, ki je 
opisano v preglednici 5, smo imenovali ''kontrolno gojišče''. Kontrolno gojišče ima 
koncentracijo soje 42 g/L in koncentracijo škroba 28 g/L. Ostalim produkcijskim gojiščem smo 
spremenili koncentracije in razmerja med količino sojine moke in koruznega škroba. 
Na začetku smo uporabili dva produkcijska seva Streptomyces rimosus – PER4 in PER5, 
uporabili smo tudi kontrolni sev, ki smo ga poimenovali KON (pVF). Produkcijski sevi so 
producirali serinsko proteazo pernizin, medtem ko kontrolni sev ni produciral pernizina. V 
drugem in tretjem eksperimentu smo uporabili le en produkcijski sev – PER5 in kontrolni sev. 
Produkcijo pernizina in skupnih proteaz v kontrolnem gojišču smo primerjali s produkcijo v 
ostalih gojiščih. 
3.2.3.1 Izbira produkcijskega seva   
Prvi eksperiment je bil izveden tako, da smo primerjali produkcijo pernizina v dveh različnih 
produkcijskih sevih. Testirali smo vpliv različnih koncentracij sojine moke – 10 g/L, 20 g/L, 
40 g/L in 50 g/L v razmerju z različnimi koncentracijami škroba – 20 g/L, 30 g/L in 40 g/L na 
produkcijo skupnih proteaz in pernizina. Za vsako našteto koncentracijo sojine moke smo 
testirali omenjene koncentracije škroba. Gojišča smo pripravili, kakor smo opisali v 
preglednicah 4 in 5 ter postopku 3.1.3; razen koncentracij soje in škroba, ki smo ju spreminjali, 
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se koncentracije ostalih sestavin gojišča niso spreminjale. Za vsako modificirano gojišče smo 
imeli različno oznako: črka S je označevala sojino moko, črka Š pa je označevala škrob, poleg 
tega smo pisali tudi številke, ki so označevale koncentracijo soje in škroba npr. S10Š20 
(koncentracija sojine moke je 10 g/L, koncentracija škroba je 20 g/L). Naredili smo 3 ponovitve 
za vsako različno gojišče v primeru produkcijskega seva in 1 ponovitev v primeru kontrolnega 
seva (vse skupaj 7 enakih gojišč za preizkušanje ene sestave gojišča). 
Vsa gojišča, razen gojišč s koncentracijo sojine moke 10 g/L in vsemi tremi koncentracijami 
škroba, smo primerjali z originalnim produkcijskim GOTC gojiščem – kontrolnim gojiščem.  
Vsi sevi so bili inokulirani v vegetativno GOTC gojišče, potem pa v produkcijsko gojišče z 
različnimi koncentracijami sojine moke in škroba (ali kontrolno gojišče). Inokulacijo 
produkcijskega gojišča smo izvedli tako, da smo aseptično odpipetirali 500 µL suspenzije 
inokuluma v vegetativnem gojišču v 50 mL Eppendorferjeve centrifugirke, v katerih je bilo 
5 mL produkcijskega gojišča. Bioproces je potekal 5 dni na stresalniku pri 220 rpm, temperaturi 
30 °C in 60 % vlažnosti.  
3.2.3.2 Testiranje različnih koncentracij in optimalnega razmerja med sojino moko in 
škrobom  
Glede na rezultate iz prvega eksperimenta (strani 29. – 32. , poglavje 4.1) smo se odločili, da 
za vse  eksperimente uporabimo le sev PER5 in kontrolni sev KON. V drugem eksperimentu 
(strani 33. – 36. , poglavje 4.2) smo testirali  koncentracije sojine moke: 20 g/L, 30 g/L, 40 g/L 
in 50 g/L ter koncentracije škroba: 20 g/L, 30 g/L, 40 g/L, 50 g/L in 60 g/L. Za vsako 
koncentracijo sojine moken smo testirali vse omenjene koncentracije koruznega škroba. 
Gojišča smo pripravili, kot je opisano v preglednicah 4. in 5. ter postopku 3.1.4. Razen količin 
sojine moke in škroba, ki sta bili variabilni, se koncentracije ostalih sestavin gojišča niso 
spreminjale. Omenjena gojišča smo primerjali tudi s kontrolnim gojiščem (produkcijsko GOTC 
gojišče) s koncentracijo sojine moke 42 g/L in koncentracijo škroba 28 g/L. Označevanje gojišč 
je bilo enako kot v prvem eksperimentu. Vsa gojišča smo naredili v 4 ponovitvah (3 za 
produkcijski sev PER5 in 1 za kontrolni sev). 
Razlika med prvim in drugim eksperimentom je bila v tem, da smo pri drugem eksperimentu 
vsa gojišča naredili istočasno in je tako analiza vpliva različnih razmerij med sojo in škrobom 
je potekala hkrati. Na ta način smo zmanjšali variabilnost in možne napake v razultatih. Poleg 
tega je bila razlika med dvema eksperimentoma tudi v izbranih koncentracijah sojine moke in 
koncentracijah škroba v produkcijskemu gojišču, oziroma naredili smo gojišča z večimi 
različnimi koncentracijami. Vsi sevi so bili inokulirani enako kot pri prvem eksperimentu. 
Bioproces je potekal 5 dni na stresalniku pri 220 rpm, temperaturi 30 ˚C in 60 % vlažnosti. 
Poleg vzorčenja po 5 dneh smo jemali vzorce tudi 3. dan gojenja, na ta način smo želeli 
spremljati produkcijo pernizina skozi čas. 
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3.2.3.3 Testiranje različnih virov ogljika in njihov vpliv na produkcijo pernizina 
Glede na rezultate smo za tretji eksperiment (strani 37. –  45., poglavja 4.3 – 4.5) izbrali sestavo 
gojišča s koncentracijo sojine moke 40 g/L in koncentracijo škroba 20 g/L (S40Š20). To gojišče 
smo imenovali osnovno gojišče in v njega smo dodajali različne vire ogljika v dveh različnih 
koncentracijah. Izbrali smo naslednje vire ogljika: glukoza (10 g/L in 20 g/L), laktoza (10 g/L 
in 20 g/L), saharoza (10 g/L in 20 g/L), glicerol (10 g/L in 20 g/L), manitol (10 g/L in 20 g/L) 
in dekstrin (5 g/L, 10 g/L in 20 g/L). Gojišče S40Š20 smo pripravili, kot je opisano v preglednici 
5, in vanj po avtoklaviranju dodali raztopine virov ogljika, ki smo jih pripravili, kot je opisano 
v poglavju 3.1.4. Omenjena gojišča smo primerjali s kontrolnim gojiščem in z osnovnim 
gojiščem S40Š20 ter ugotavljali, kako različne koncentracije različnih virov ogljika vplivajo na 
produkcijo pernizina. Poleg oznake za gojišče smo označili tudi izbrani vir ogljika in njegovo 
koncentracijo, npr. S40Š20 glc10 (koncentracija sojine moke v gojišču je 40 g/L, koncentracija 
škroba je 20 g/L in dodana glukoza je prisotna v koncentraciji 10 g/L). Vsa gojišča smo 
pripravili v 3 ponovitvah (2 za produkcijski sev PER5 in 1 za kontrolni sev). 
Postopek inokulacije je bil enak kot v prvih dveh eksperimentih. Najprej smo pripravili 
suspenzijo spor, tako da smo odpipetirali 100 µL suspenzije spor v 50 mL GOTC vegetativnega 
gojišča in jih gojili 24 ur na 30 ˚C na stresalniku pri 220 rpm. Potem smo 500 µL suspenzije 
inokuluma v vegetativnem gojišču prenesli v 5 mL osnovnega (ali kontrolnega) produkcijskega 
gojišča v 50 mL falkonke, v katere smo pred inokulacijo dodali ustrezne količine vira ogljika. 
Bioproces je potekal 5 dni pri 60 % vlažnosti in temperaturi 30 ˚C na stresalniku pri 220 rpm. 
3.2.3.4 Testiranje različnih virov dušika in njihov vpliv na produkcijo pernizina 
V osnovno gojišče S40Š20 smo dodali različne vire dušika in primerjali produkcijo pernizina 
v teh gojiščih s produkcijo v začetnem in kontrolnem gojišču. Uporabili smo enostavne 
(anorganske) in kompleksne (organske) vire dušika. Med enostavne vire sodita sečnina (0,5 g/L, 
1 g/L in 2 g/L) in amonijev sulfat (7 g/L, 9 g/L in 12 g/L), medtem ko so kompleksni viri  kvas 
(5 g/L, 10 g/L in 20 g/L), kvasni ekstrakt (5 g/L, 10 g/L in 20 g/L ), kazein (5 g/L, 10 g/L in 20 
g/L), hidrolizat soje (5g/L, 10 g/L in 20 g/L) in koruzna namakalna vodica – CSL (5g/L, 10 g/L 
in 20 g/L). Označevanje gojišč je bilo enako, kot je opisano v 3.2.3.3, razen da smo namesto 
koncentracij sladkorja vpisovali koncentracije vira dušika, npr. S40Š20 sečnina 0,5 (v gojišču 
je koncentracija soje 40 g/L, koncentracija škroba 20 g/l in sečnina, dodana  v koncentraciji 
0,5 g/L). Vire dušika smo dodali k ostalim zatehtanim sestavinam, ki so navedene v preglednici 
5. Produkcijo pernizina v omenjenih gojiščih smo primerjali s produkcijo pernizina v 
kontrolnem in osnovnem gojišču ter ugotavljali, kako različne koncentracije virov dušika 
vplivajo na produkcijo pernizina. Vsa gojišča smo naredili v 3 ponovitvah (2 za produkcijski 
sev PER5 in 1 za kontrolni sev). Postopek inokulacije je bila enak, kot je opisano v 3.2.3.3., 
razen da smo dodajali določene količine virov dušika ob tehtanju ostalih sestavin gojišča in ne 
po sterilizaciji gojišča v avtoklavu. Najprej smo pripravili inokulum, tako da smo odpipetirali 
100 µL suspenzije spor S. rimosus v 50 mL GOTC vegetativnega gojišča in jih gojili 24 ur na 
30 ˚C na stresalniku pri 220 rpm. Potem smo 500 µL suspenzije inokuluma v vegetativnem 
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gojišču odpipetirali v 5 mL osnovnega (ali kontrolnega) produkcijskega gojišča v 50 mL 
Eppendorferjeve centrifugirke. Bioproces je potekal 5 dni pri 60 % vlažnosti in temperaturi 
30 °C na stresalniku pri 220 rpm. 
3.2.3.5 Testiranje vpliva ribjega in sojinega olja na produkcijo pernizina 
Pereverjali smo tudi, kako olja vplivajo na produkcijo pernizina, tako da smo v osnovno gojišče 
(S40Š20) dodali sojino olje (10 g/L in 20 g/L) in ribje olje (10 g/L in 20 g/L). Olja smo dodajali 
po avtoklaviranju in primerjali produkcijo pernizina v teh gojiščih s kontrolnim in osnovnim 
gojiščem ter kako različna koncentracija dodanega olja vpliva na produkcijo pernizina. 
Označevanje je bilo enako, kot je že opisano, npr. S40Š20 sojino olje 10 (gojišče s koncentracijo 
soje 40 g/L in koncentracijo škroba 20 g/l, v katero je dodano sojino olje v koncentraciji 10 
g/L). Vsa gojišča smo naredili v 3 ponovitvah (2 za produkcijski sev PER5 in 1 za kontrolni 
sev). 
Inokulacija osnovnega gojišča je bila enaka, kot je že opisana v prejšnjem poglavju (3.2.3.5). 
Najprej smo prenesli 100 µL suspenzije spor v 50 mL vegetativnega GOTC gojišča in jih gojili 
24 ur na 30 ˚C na stresalniku pri 220 rpm. Potem smo 500 µL suspenzije inokuluma 
vegetativnega gojišča prenesli v 5 mL osnovnega (ali kontrolnega) produkcijskega gojišča v 50 
mL Eppendorferjeve centrifugirke. Bioproces je potekal 5 dni pri 60 % vlažnosti in temperaturi 
30 ˚C na stresalniku na 220 rpm. 
3.2.4 Vzorčenje gojišča 
Bioproces je potekal največ do 5 dni,  vzorce pa smo odvzeli 3. in 5. dan gojenja. Vzorčili smo 
tako, da smo iz 50 mL falkonke, ki je vsebovala 5 mL kulture S. rimosus odpipetirali 2 mL 
brozge in jo prenesli v čisto 2 mL Eppendorferjevo centrifugirko. Potem smo vzorce 
centrifugirali 5 minut na 15000 g in supernatant odpipetirali v novo 1,5 mL Eppendorferjevo 
centrifugirko in jo ustrezno označili. Vzorce smo do analiz hranili v zamrzovalniku na – 20 ˚C. 
3.2.5 Analiza vzorcev kulture 
3.2.5.1 Tehtanje vzorcev kulture 
Glede na to, da je bilo potrebno izraziti količino nastalega pernizina v kvantitativni obliki, smo 
se odločili, da rezultate prikažemo kot število azokazeinskih enot na gram vzorca (azokazeinske 
enote/g vzorca). Najprej smo tehtali vzorce in izračunali, kolikšna je masa 1 mL vzorca. Potem 
je bilo potrebno to maso preračunati v volumen, oziroma kolikšen je volumen v 1 g vzorca. 
Gram vzorca predstavlja 1 g supernatanta po centrifugiranju gojišča. Za takšno izražanje 
rezultatov je bilo potrebno tehtati vzorce pred analizo z azokazeinskim testom. Potem smo 
rezultat prikazali kot azokazeinske enote/g vzorca (poglavje 3.2.5.3). 
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3.2.5.2 Azokazeinski test  
Za osnovno določanje aktivnosti proteaz se uporablja nespecifični azokazeinski test (Charney 
in Tomarelli, 1947). Azokazein je nespecifičen substrat za proteaze, gre za  hidrolizo molekule 
azokazeina. Proteaza razgrajuje proteine azokazeina, in ob tem odcepi azo–skupino, ki je 
vezana za kazein, pri čemer se razvije rumena barva. Reakcijo smo ustavili z dodajanjem 15 % 
TCA, nato pa smo zaradi nevtralizacije dodali NaOH. Nevtralizacija je povzročila nastanek bolj 
intenzivne rumene do oranžno-rdeče barve. Intenzivnost barve oziroma absorbanco smo  
izmerili spektrofotometrično pri valovni dolžini 440 nm. Večja kot je absorbanca, večja je 
produkcija pernizina v določenem vzorcu. 
Namen predinkubacije vzorcev je bila inaktivacija nativnih proteaz, ki jih proizvaja bakterija. 
Predinkubacijo smo izvedli s 30 minutnim segrevanjem vzorcev pri temperaturi 80 °C. V tem 
procesu  so se nativne proteaze seva S. rimosus denaturirale kot posledica visoke temperature, 
medtem ko je aktiven ostal le pernizin zaradi svoje obstojnosti pri visoki temperaturi. Zato 
vzorcev za izračun aktivnosti vseh proteaz nismo predinkubirali.  
Pomembno je omeniti, da smo poleg vzorcev kulture uporabljali tudi slepi vzorec in negativno 
kontrolo. V negativno kontrolo smo takoj dodali 15 % TCA, ki je zavrla aktivnost vseh proteaz 
in onemogočila hidrolizo substrata. Slepi vzorec pa je predstavljal samo absorbanco pufra in 
15 % TCA brez dodanega vzorca ali z inaktiviranim vzorcem. 
Preglednica 8: Prikaz izvedbe azokazeinskega testa 
 Vzorec Slepa proba Negativna kontrola 
Predinkubacija 50 µL vzorca  
85 ˚C / 30 min 
50 µL pufra  
85 ˚C / 30 min 
 
50 µL vzorca 
60 µL 15 % TCA 
85 ˚C / 30 min 
 
Inkubacija 50 µL vzorca  
50 µL pufra  
125 µL substrata  
85 ˚C / 20 min 
 
50 µL vzorca (pufer)  
50 µL pufra   
125 µL substrata  
85 ˚C / 20 min 
 
110 µL vzorca 
(vzorec+TCA)  
50 µL pufra  
125 µL substrata  
85 ˚C / 20 min 
 
Končanje reakcije in 
merjenje absorbance 
60 µL  15 % TCA 
 
/ 
- 5 min na ledu 
- Centrifugiranje – 15000 G’/5 min 
- 200 µL vzorca na mikrotitrsko ploščico 
- Dodatek 58,1 µL 5 M NaOH 
- Merjenje absorbance pri 440 nm 
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Količine, ki so prikazane v preglednici 8, so potrebne za en poskus oziroma za eno ponovitev 
poskusa za določen vzorec. Če so bile izmerjene vrednosti absorbance višje od 1, je bilo 
potrebno vzorec razredčiti  (3x ali 5x).  
3.2.5.3  Izračun azokazeinskih enot (aktivnosti pernizina) 
Po tehtanju vzorca kulture in izvedbi azokazeinskega testa je bilo potrebno ovrednotiti, koliko 
pernizina je dejansko v kulturi bakterije S. rimosus. Od povprečja izmerjenih absorbanc vzorcev 
(3 ponovitve) smo odšteli ustrezno absorbanco negativne kontrole za vsak vzorec. Na koncu 
smo izračunali, kolikša je aktivnost pernizina v eni reakciji (v eni luknji na mikrotitrski plošči) 
in preračunali v azokazeinske enote/g vzorca. Lahko rečemo, da večje število izmerjenih 
azokazeinskih enot encimske aktivnoti je posledica večje aktivnosti, oziroma večje produkcije 
pernizina in skupnih proteaz. Proteolitično aktivnost smo definirali na naslednji način: ena 
azokazeinska enota je enaka povečanju absorbance za 0,01 OD (Benitez in sod., 2001). Prikaz 
izračuna je razviden iz enačb (1) do (4).  
 





                                                                                                                                 … (1)                                                        
X1…volumen supernatanta v 1 g vzorca 
m.…masa vzorca (g) 
 
𝑋2 = 𝑋 − 𝑁𝐾                                                                                                                       …(2) 
X2… dejanska absorbanca vzorca 







                                                                                                                               …(3) 
X3 … azokazeinske enote v eni reakciji (v eni luknjici na mikrotitrski plošči) 
X2.… dejanska absorbanca vzorca 
 
V tej enačbi smo delili dejansko absorbanco vzorca (X2) z 0,01, ker smo upoštevali, da je 






                                                                                                                         …(4) 
X4… azokazeinske enote/g vzorca 
X1… volumen v 1g vzorca 
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X3 …azokazeinske enote v eni reakciji 
 
V tej enačbi smo delili azokazeinske enote/g vzorca (X4) z 0,05, ker je bilo v eni luknji na 
mikrotitrski plošči 50 µL (50 µL = 0,05 mL) vzorca. To število prikazuje volumen vzorca v eni 
luknji na mikrotitrski plošči, v kateri poteka reakcija hidrolize substrata. 
                                                                                         
3.2.5.4 Statistična obdelava rezultatov  
Pri testiranju produkcije pernizina smo eksperimente izvajali v treh ponovitvah, nato pa smo 
rezultate absorbanc oziroma izmerjene azokazeinske enote, ki predstavljajo produkcijo 
pernizina, statistično ovrednotili. Rezultate smo prikazali kot povprečje azokazeinskih enot in 







                                                                                                                                                 …(5) 
𝑋 … povprečna vrednost 
n … število vzorcev 
Xi … vrednost i-te meritve 
i… število meritev 
 
Za oceno variabilnosti smo izračunali standardni odklon (SD). Standardni odklon je kvadratni 
koren variance in predstavlja absolutno mero variabilnosti.  
 
   𝑆𝐷 = √
∑(𝑋−?̅?)2
𝑛−1
                                                                                                                  …(6)                          
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4.1 VPLIV SOJINE MOKE IN ŠKROBA NA PRODUKCIJO PERNIZINA  V S. rimosus S 
SEVI PER4 IN PER5 
V prvem delu eksperimenta smo testirali vpliv različnih koncentracij sojine moke (10, 20, 40 
in 50 g/L) in koruznega škroba (20, 30 in 40 g/L) na produkcijo rekombinantnega pernizina v 
S. rimosus z dvema produkcijskima sevoma (PER4 in PER5). Poleg dveh produkcijskih sevov 
smo uporabili tudi kontrolni sev S. rimosus wt (KON), ki je divji tip in proizvaja le nativne 
proteaze (kontrola). Bioproces je potekal 5 dni. Aktivnost smo vrednotili kot število 
azokazeinskih enot na gram kulture vzorca, ki predstavljajo mero produktivnosti teh sevov. 
Izmerjene aktivnosti pernizina smo primerjali z aktivnostjo doseženo v kontrolnem gojišču, ki 
je v osnovi nespremenjeno produkcijsko GOTC gojišče.  
 
Slika 5: Prikaz aktivnosti skupnih proteaz in pernizina v obliki azokazeinskih enot po 5 dneh gojenja dveh 
različnih produkcijskih sevov S. rimosus (PER4 in PER5) in kontrolnega seva (KON) v gojiščih s koncentracijo 
sojine moke 10 g/L in koncentracijami škroba 20 g/L (S20Š20), 30 g/L (S20Š30), 40 g/L (S20Š40) 
Pri koncentraciji sojine moke 10 g/L smo primerjali vplive različnih koncentracij škroba 
(20 g/L, 30 g/L in 40 g/L) na produkcijo pernizina in skupnih proteaz. Na sliki 5 je razvidno, 
da je proteolitična aktivnost skupnih proteaz višja v primerjavi s aktivnostjo pernizina (po 
predinkubaciji, slika 5, priloga C) iz česar sklepamo, da je bila aktivnost skupnih proteaz višja 
kot aktivnost pernizina. Največja proteolitična aktivnost je pri skupnih proteazah seva PER4 
S10Š20 s koncentracijo škroba 20 g/L (4697,43±37,86 enot/g vzorca). Vrednosti aktivnosti 
pernizina so pri vseh vzorcih zelo nizke. Največje aktivnosti pernizina so izmerjene pri sevu 
PER4 S10Š40, kjer smo gojili v gojišču s koncentracijo škroba 40 g/L (1197,01±46,37 enot/g 
vzorca). Pri sevu PER5 je najvišja aktivnost pernizina vidna v gojišču S10Š40 s koncentracijo 
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škroba 40 g/L (596,46±33,27 enot/g vzorca). Opazne so razlike v aktivnosti pernizina med 
dvema produkcijskima sevoma, PER4, kaže praviloma višjo produktivnost kot sev PER5 pri 
vseh koncentracijah sojine moke in škroba. 
 
 
Slika 6: Prikaz aktivnosti skupnih proteaz in pernizina v obliki azokazeinskih enot po 5 dneh gojenja dveh različnih 
sevov S. rimosus (PER4 in PER5) v gojiščih s koncentracijo sojine moke 20 g/L in koncentracijami škroba 20 g/L 
(S20Š20), 30 g/L (S20Š30), 40 g/L (S20Š40) v primerjavi s kontrolnim gojiščem 
Pri gojišču s koncentracijo sojine moke 20 g/L smo primerjali aktivnost skupnih proteaz in 
pernizina v gojiščih s tremi različnimi koncentracijami škroba (20 g/L, 30 g/L in 40 g/L). Iz 
rezultatov (slika 6, priloga C) je razvidno, da je aktivnost proteaz pri obeh produkcijskih sevih 
- PER4 in PER5 na vseh gojiščih višja kot aktivnost proteaz v kontrolnem gojišču, ne glede na 
uporabljeni sev – PER4 (3908,65 ± 102,26 enot/g vzorca) ali PER5 (4191,20 ± 130,50 enot/g 
vzorca). Najvišja aktivnost skupnih proteaz je izmerjena pri sevu PER5 v gojišču S20Š30 
(5167,89 ± 126,46 enot/g vzorca). Pri sevu PER5 v gojišču S20Š40 je najvišja aktivnost 
pernizina (5168,89 ± 199,07), ta aktivnost presega tudi aktivnost pernizina v kontrolnem 
gojišču pri istemu sevu (4607,67 ± 177,39). Najvišja aktivnost pernizina pri sevu PER4 je vidna 
v gojišču S20Š30 (4661,77 ± 158,37) in je večja od aktivnosti pernizina, ki je izmerjena v 
kontrolnem gojišču pri istemu sevu (4580,00 ± 81,83). Nekoliko boljša je aktivnost pernizina 
pri sevu PER5 z izjemo gojišča S20Š30, kjer smo s sevom PER4 dosegli boljšo aktivnost 
pernizina. Pri kontrolnem sevu KON lahko vidimo, da ne producira pernizina, določili smo le 
aktivnost nativnih proteaz.  
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Slika 7: Prikaz aktivnosti skupnih proteaz in pernizina v obliki azokazeinskih enot po 5 dneh gojenja dveh različnih 
sevov S. rimosus (PER4 in PER5) v gojiščih s koncentracijo sojine moke 40 g/L in koncentracijami škroba 20 g/L 
(S40Š20), 30 g/L (S20Š30), 40 g/L (S20Š40) v primerjavi s kontrolnim gojiščem 
Iz rezultatov (slika 7, priloga D) pri gojiščih s koncentracijo sojine moke 40 g/L je razvidno, da 
je najvišja proteolitična aktivnost pernizina pri sevu PER5 v gojišču S40Š40 (14950,89 ± 
924,52 enot /g vzorca). Ta aktivnost pernizina je višja kot aktivnost pernizina v kontrolnem 
gojišču pri enakemu sevu (12863,01 ± 251,72 enot/g vzorca). Veliko aktivnost pernizina smo 
določili tudi pri sevu PER4 (14474,33 ± 581,88 enot/g vzorca) v gojišču S40Š40, tudi ta 
aktivnost je višja od aktivnosti pernizina v kontrolnem gojišču pri enakemu sevu (12931,74 ± 
284,72 enot/g vzorca). Velika aktivnost skupnih proteaz je izmerjena v gojišču S40Š40 pri obeh 
sevih – PER4 (14593,22 ± 91,14 enot/g vzorca) in PER5 (13205,74 ± 268,18 enot/g vzorca) ter 
v kontrolnem gojišču s sevom PER5 (12889,28 ± 398,8 enot/g vzorca). Pri ostalih 
koncentracijah soje in škroba sta aktivnosti skupnih proteaz in pernizina nizki, medtem ko pri 
kontrolnem sevu (KON) nismo detektirali proteolitične aktivnosti. Nekaj višja proteolitična 
aktivnost v predinkubiranih vzorcih je pri sevu PER4, razen pri gojišču S40Š40, kjer je višja 
aktivnosti pri sevu PER5. Razlika v produkciji ni velika. V primeru skupnih proteaz sev PER4 
proizvaja več proteaz kot sev PER5, izjema pri tem je kontrolno gojišče, kjer sev PER5 
producira veliko več skupnih proteaz kot sev PER4.  
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Slika 8: Prikaz aktivnosti skupnih proteaz in pernizina v obliki azokazeinskih enot  po 5 dneh gojenja dveh 
različnih sevov S. rimosus (PER4 in PER5) v gojiščih s koncentracijo sojine moke 50 g/L in koncentracijami 
škroba 20 g/L (S50Š20), 30 g/L (S50Š30) v primerjavi s kontrolnim gojiščem 
Iz rezultatov na Sliki 8 in v prilogi D je razvidno, da je v gojišču s koncentracijo sojine moke 
50 g/L najvišja aktivnost  pernizina pri sevu PER5 v gojišču S50Š20 (4032,59 ± 256,21 enot/g 
vzorca), ta proteolitična aktivnost je višja od aktivnosti pernizina v kontrolnem gojišču pri 
istemu sevu (3533,48 ± 179,62 enot/g vzorca). Najvišja aktivnost pernizina pri sevu PER4 je 
dosežena v gojišču S50Š30 (4032,95 ± 256,21) in presega aktivnost pernizina v kontrolnem 
gojišču z istim sevom (1997,88 ± 83,09). Najvišja aktivnost skupnih proteaz je izmerjena pri 
sevu PER5 v gojišču S50Š20 (4331,36 ± 86,14), ta aktivnost je približno enaka aktivnosti 
skupnih proteaz v kontrolnem gojišču pri istemu sevu (4085,25 ± 189,07). Pri kontrolnem sevu 
ni mogoče detektirati proteolitične aktivnosti skupnih proteaz in pernizina. Pri gojiščih s 
koncentracijo sojine moke 50 g/L in tremi različnimi koncentracijami škroba (20 g/L, 30 g/L in 
40 g/L) obstaja razlika v proteolitični aktivnosti pernizina med produkcijskima sevoma PER4 
in PER5. Sev PER5 doseže višjo aktivnost pernizina kot sev PER4 v kontrolnem gojišču in v 
gojišču S50Š20, medtem ko je pri sevu PER4 večja aktivnost pernizina izmerjena v gojišču 
S50Š30 glede na aktivnost pernizina pri sevu PER5. V gojišču S50Š40 sta proteolitične 
aktivnosti pernizina pri obeh produkcijskih sevih približno enaki. 
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4.2 VPLIV RAZLIČNIH KONCENTRACIJ SOJINE MOKE IN ŠKROBA NA 
PRODUKCIJO PERNIZINA V IZBRANEM SEVU S. rimosus PER5 
Na podlagi dobljenih rezultatov v prvem eksperimentu (poglavje 4.1) smo se odločili, da za 
nadaljne testiranje uporabimo le en produkcijski sev PER5 in kontrolni sev KON. Za pridobitev 
bolj statistično podkrepljenih rezultatov smo ponovno testirali različne koncentracije sojine 
moke (20, 30, 40 in 50 g/L) in škroba (20, 30, 40, 50 in 60 g/L). Vsa gojišča smo pripravili 
istočasno ter jih inokulirali s produkcijskim sevom PER5 ali s kontrolnim sevom KON. Razlika 
med prvim in drugim eksperimentom je tudi v tem, da smo vzorčili tudi po 3. dnevu inkubacije, 
poleg vzorčenja po 5 dneh poteka bioprocesa. Vse rezultate smo primerjali z nespremenjenim 
kontrolnim gojiščem GOTC. 
 
 
Slika 9: Prikaz aktivnosti skupnih proteaz in pernizina v obliki azokazeinskih enot po 3 in 5 dneh gojenja seva S. 
rimosus (PER5) v gojiščih s koncentracijo sojine moke 20 g/L in koncentracijami škroba 20 g/L (S20Š20), 30 g/L 
(S20Š30), 40 g/L (S20Š40), 50 g/L (S20Š50) in 60 g/L (S30Š60) v primerjavi s kontrolnim gojiščem 
Pri koncentraciji sojine moke 20 g/L in v kombinaciji petih različnih koncentracij škroba – 20 
g/L, 30 g/L, 40 g/L, 50 g/L in 60 g/L je količina nastalih proteaz in pernizina v sevu PER5 
bakterije S. rimosus višja po 5 dneh bioprocesa glede na 3. dan (Slika 9, Priloga E in F). 
Največja aktivnost skupnih proteaz je bila izmerjena v kontrolnem gojišču v obeh časih 
vzorčenja – 3. dan (4721,16 ± 42,93 enot/g vzorca) in 5. dan (7603,12 ± 869,15 enot/g vzorca). 
Najvišjo aktivnost pernizina smo izmerili v kontrolnem gojišču po 5 dneh gojenja (7933,66 ± 
642,94 enot/g vzorca), v katerem je razmerje med sojino moko in škrobom 1,5 : 1. Tudi po 3 
dneh gojenja je najvišja aktivnost pernizina  izmerjena v kontrolnem gojišču (5246,34 ± 280,03 
enot/g vzorca). Sledi aktivnost pernizina v gojišču S20Š30 po 5 dneh gojenja (5873,87 ± 252,79 
enot/g vzorca) in po 3 dneh gojenja (4928,56 ± 624,20 enot/g vzorca), v tem gojišču je razmerje 
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med sojino moko in škrobom 1:1,5. Rezultati pri kontrolnih sevih kažejo zelo nizko 
proteolitično aktivnost pernizina in proteaz, nekoliko povečana aktivnost skupnih proteaz je 
prisotna v gojišču S20Š20. 
 
 
Slika 10: Prikaz aktivnosti skupnih proteaz in pernizina v obliki azokazeinskih enot po 3 in 5 dneh gojenja seva S. 
rimosus (PER5) v gojiščih s koncentracijo sojine moke 30 g/L in koncentracijami škroba 20 g/L (S30Š20), 30 g/L 
(S30Š30), 40 g/L (S30Š40), 50 g/L (S30Š50) in 60 g/L (S30Š60) v primerjavi s kontrolnim gojiščem 
Pri koncentraciji sojine moke 30 g/L in treh različnih koncentracijah škroba (20 g/L, 50 g/L, 
60 g/L) je aktivnost  proteaz in pernizina v sevu PER5 višja po 5 dneh gojenja glede na 3. dan 
(Slika 10, Priloga E in F). V grafu niso vidni rezultati skupnih proteaz in pernizina za sev PER5 
po 5 dneh gojenja v gojiščih S30Š30 in S30Š40, saj nam je zmanjkalo kulture, ker so na 
stresalniku tekom inkubacije odpadli čepi s falkonk in je kultura izhlapela. Poleg tega rezultat 
skupnih proteaz po 3 dneh gojenja v gojišču S30Š50 ni mogoče z gotovostjo interpretirati zaradi 
visoke standardne deviacije. Po 5 dneh gojenja v kontrolnem gojišču je izmerjena najvišja 
aktivnost skupnih proteaz (7603,12 ± 869,15 enot/g vzorca) in tudi pernizina (7933,66 ± 642,94 
enot/g vzorca). Razmerje med sojino moko in škrobom je v kontrolnem gojišču 1,5:1. Povišana 
aktivnost pernizina je bila izmerjena po 5 dneh gojenja v gojišču S30Š20 (6628,26 ± 137,89 
enot/g vzorca), v katerem je razmerje med sojino moko in škrobom 1,5:1. Poleg tega se je 
povišala tudi aktivnost skupnih proteaz v gojišču S30Š50 (6500,01 ± 247,87 enot/g vzorca), 
kjer je razmerje med sojino moko nin škrobom 1:1,67. Po 3 dneh gojenja je najvišja aktivnost 
pernizina izmerjena v gojišču S30Š60 (5291,70 ± 496,89 enot/g vzorca), v katerem je razmerje 
med sojino moko in škrobom 1 : 2, nato pa tudi v kontrolnem gojišču (5246,34 ± 280,03 enot/g 
vzorca). Kontrolni sevi imajo nizko proteolitično aktivnost.  
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Slika 11: Prikaz aktivnosti skupnih proteaz in pernizina v obliki azokazeinskih enot  po 3. in 5. dneh gojenja seva 
S. rimosus (PER5) v gojiščih s koncentracijo sojine moke 40 g/L in koncentracijami škroba 20 g/L (S40Š20), 30 
g/L (S40Š30), 40 g/L (S40Š40), 50 g/L (S40Š50) in 60 g/L (S40Š60) v primerjavi s kontrolnim gojiščem 
Od gojišč s koncentracijo sojine moke 40 g/L je bilo najbolj optimalno za produkcijo pernizina 
pri sevu PER5 v gojišče S40Š60. Aktivnost pernizina po 3 dneh gojenja je znašala 8382,56 ± 
205,78 enot/g vzorca in presega aktivnost pernizina v kontrolnem gojišču (5246,34 ± 280,03 
enot/g vzorca) za 37,41 % (Slika 11, Priloga G in H). Razmerje med sojino moko in škrobom 
v tem gojišču je 1:1,5. Aktivnost pernizina po 3 dneh gojenja v gojiščih S40Š20 (7497,47 ± 
679,56 enot/g vzorca) z razmerjem sojine moke in škroba 2:1 in S40Š50 (5681,39 ± 274,32 
enot/g vzorca) z razmerjem sojine moke in škroba 1:1,25 presegata proteolitično aktivnost 
pernizina v kontrolnem gojišču za 30 % in 7,66 %, v ostalih gojiščih pa je aktivnost pernizina 
nižja. Glede produkcije pernizina po 5 dneh gojenja pa lahko ugotovimo, da v nobenem gojišču 
aktivnost pernizina ne presega izmerjene aktivnosti pernizina v kontrolnem gojišču (7933,66 ± 
642,94 enot/g vzorca). Visoko aktivnost pernizina smo izmerili po 5 dneh gojenja v gojiščih 
S40Š20 (7407,48 ± 860,52 enot/g vzorca) in S40Š30 (7618,49 ± 609,04 enot/g vzorca) z 
razmerjem med sojino moko in škrobom 2:1 in 1,33:1. Rezultati aktivnosti skupnih proteaz po 
3 dneh in pernizina po 5 dneh gojenja v gojišču S40Š60 niso primerljivi zaradi velike 
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Slika 12: Prikaz aktivnosti skupnih proteaz in pernizina v obliki azokazeinskih enot po 3 in 5 dneh gojenja seva 
S. rimosus (PER5) v gojiščih s koncentracijo sojine moke 50 g/L in koncentracijami škroba 20 g/L (S50Š20), 30 
g/L (S50Š30), 40 g/L (S50Š40), 50 g/L (S50Š50) in 60 g/L (S50Š60) v primerjavi s kontrolnim gojiščem 
S slike 12 je razvidno, da je največja aktivnost pernizina izmerjena po 3 dneh gojenja v gojišču 
S50Š20 (Slika 12, Priloga G in H), v katerem je razmerje med sojino moko in škrobom 2,5:1 
(9058,00 ± 84,72 enot/g vzorca). Aktivnost pernizina v gojišču S50Š20 po 3 dneh gojenja 
presega proteolitično aktivnost pernizina v kontrolnem gojišču (5246,34 ± 280,03 enot/g 
vzorca) za 42 %. V vseh ostalih gojiščih je po 3 dneh gojenja izmerjena višja aktivnost pernizina 
v primerjavi s kontrolnim gojiščem, v katerem je razmerje med sojino moko in škrobom 1,5:1. 
Po 5 dneh gojenja je najvišja aktivnost pernizina izmerjena v kulturi kontrole (7933,66 ± 642,94 
enot/g vzorca), temu sledi aktivnost pernizina v gojišču S50Š50 (7053,31 ± 691,68 enot/g 
vzorca) z razmerjem med sojino moko in škrobom 1:1. Proteolitična aktivnost proteaz in 
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4.3 VPLIV DODATNIH VIROV OGLJIKA NA PRODUKCIJO PERNIZINA V 
IZBRANEM SEVU S. rimosus PER5 
Glede na rezultate v drugem delu eksperimenta (poglavje 4.2) smo se odločili, da bomo za 
nadaljnja testiranja uporabili gojišče S40Š20, ki smo ga imenovali osnovno gojišče. V to gojišče 
smo dodajali različne vire ogljika, kot so: glukoza, laktoza, saharoza, glicerol in manitol v 
koncentracijah 10 in 20 g/L. Poleg omenjenih enostavnih virov smo preverjali vpliv dekstrina, 
ki smo ga dodali v koncentracijah 5, 10 in 20 g/L na produkcijo pernizina. Vsa gojišča smo 
pripravili istočasno ter jih inokulirali s produkcijskim sevom PER5 ali s kontrolnim sevom 
KON. Izmerjene aktivnosti pernizina v spremenjenih gojiščih smo primerjali s aktivnostjo 
pernizina, ki smo ju izmerili v osnovnem in kontrolnem gojišču po 5 dneh gojenja. 
 
Slika 13: Prikaz aktivnosti skupnih proteaz in pernizina v obliki azokazeinskih enot po 5 dneh gojenja seva S. 
rimosus (PER5) v gojišču s koncentracijo sojine moke 40 g/L in koncentracijo škroba 20 g/L z dodanimi viri 
ogljika: glukoza (glc), laktoza (lac), saharoza (sac) v koncentracijah 10 g/L in 20 g/L v primerjavi s kontrolnim in 
osnovnim gojiščem 
V osnovnem gojišču smo izmerili 16 % višjo aktivnost pernizina (7291,26 ± 32,34 enot/g 
vzorca) v primerjavi s kontrolnim gojiščem (6020,35 ± 159,28 enot/g vzorca) (Slika 13, Priloga 
I). Rezultata, ki prikazuje aktivnost nastalih skupnih proteaz v gojišču z dodano saharozo v 
koncentraciji 10 g/L (8438,48 ± 1460,52 enot/g vzorca), ni mogoče z gotovostjo interpretirati 
zaradi velike standardne deviacije. 
Poleg tega je tudi v gojišču z dodano saharozo pri koncentraciji 20 g/L (7334,84 ± 555,73 enot/g 
vzorca) produkcija pernizina višja za 1,58 % v primerjavi z osnovnim in 17,9 % v primerjavi s 
kontrolnim gojiščem. Pri nižji koncentraciji saharoze –10 g/L se znižuje tudi produkcija 
pernizina (5851,77 ± 101,63 enot/g vzorca) za 3 % v primerjavi s kontrolnim in 19 % v 
primerjavi z  osnovnim gojiščem.  
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V gojiščih z dodano glukozo v koncentraciji 10 g/L (6449,87 ± 321,80 enot/g vzorca) in 20 g/L 
(5635,61 ± 400,58 enot/g vzorc) smo izmerili nižjo aktivnost pernizina za 11 % in 22 % v 
primerjavi z osnovnim gojiščem. Glukoza pri nižji koncentraciji (10 g/L) pozitivno vpliva na 
produkcijo pernizina, saj smo izmerili za 7 % višjo aktivnost v primerjavi s kontrolnim 
gojiščem, medtem ko ima pri višji koncentraciji (20 g/L) negativen vpliv in se aktivnost 
pernizina zniža za 6 % v primerjavi s kontrolnim gojiščem.  
V gojiščih z dodano laktozo v koncentracijah 10 g/L  in 20 g/L smo izmerili 15 % (7050,70 ± 
521,82 enot/g vzorca)in 10 % (6730,70 ± 282,92 enot/g vzorca) višjo aktivnost pernizina v 
primerjavi s kontrolnim gojiščem ter 3 % in 7 % nižjo aktivnost pernizina, če doseženo 
aktivnost primerjamo s produkcijo v osnovnem gojišču.  
 
 
Slika 14: Aktivnost skupnih proteaz in pernizina v obliki azokazeinskih enot po 5 dneh gojenja seva S. rimosus 
(PER5) v gojišču s koncentracijo sojine moke 40 g/L in koncentracijo škroba 20 g/L z dodanimi viri ogljika: 
glicerol (gly), manitol (man) v koncentracijah 10 g/L in 20 g/L in dekstrin (dex) v koncentracijah 5 g/L, 10 g/L in 
20 g/L v primerjavi s kontrolnim in osnovnim gojiščem 
Iz Slike 14 in Priloge I je razvidno, da ima glicerol negativen vpliv na produkcijo pernizina, pri 
višjih koncentracijah. Aktivnost pernizina se namreč znižuje pri 10 g/L glicerola (5088,89 ± 
2,04 enot/g vzorca) za 30 % in 16 % , medtem ko se je pri dodanem glicerolu 20 g/L (283,81 ± 
28,26 enot/g vzorca) aktivnost pernizina znižala za 96 % in 95 % v primerjavi z osnovnim in 
kontrolnim gojiščem. 
Iz slike 13 lahko vidimo,  da imata gojišči z dodanim manitolom v koncentracijah 10 g/L 
(8287,44 ± 0,00 enot/g vzorca) in 20 g/L (7951,93 ± 0,00 enot/g vzorca) najbolj pozitivni vpliv 
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na produkcijo pernizina, saj so aktivnosti pernizina višje v primerjavi z osnovnim gojiščem za 
13 % in 9 % ter v kontrolnem gojišču za 27 % in 24 % .  
Visoko aktivnost pernizina smo izmerili v gojišču z dodanim dekstrinom v koncentraciji 5 g/L 
(7350,36 ± 741,32 enot/g vzorca), aktivnost pernizina presega vrednosti kontrolnega gojišča za 
18 % in osnovnem gojišču za 2 %. Pri višjih koncentracijah dekstrina, 10 g/L (6050,73 ± 471,74 
enot/g vzorca) in 20 g/L (6838,48 ± 47,59 enot/g vzorca), pa je produkcija nižja glede na 
produkcijo pernizina v osnovnem gojišču za 16 % in 5 %. Ne glede na koncentracijo dekstrina 
(10 g/L in 20 g/L), smo izmerili višjo aktivnost pernizina v primerjavi s kontrolnim gojiščem  
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4.4  VPLIV DODATNIH VIROV DUŠIKA NA PRODUKCIJO PERNIZINA V 
IZBRANEM SEVU S. rimosus PER5 
V tretjem eksperimentu smo poleg virov ogljika preverjali, kako različni viri dušika vplivajo 
na produkcijo pernizina. Vire dušika, ki smo jih testirali, lahko opredelimo kot enostavne in 
kompleksne vire. Enostavna vira dušika sta bila sečnina (0,5, 1 in 2 g/L) in amonijev sulfat (7, 
9 in 12 g/L), kompleksni viri dušika pa so bili: kvas, kvasni ekstrakt, kazein, hidrolizat soje in 
CSL (5, 10 in 20 g/L). Vsa gojišča smo pripravili istočasno, ter jih inokulirali z kulturo 
produkcijskega seva PER5 ali s kontrolnega seva KON. Izmerjene aktivnosti pernizina v testnih 
gojiščih smo primerjali s aktivnostjo pernizina, ki sta bili izmerjeni v osnovnem in kontrolnem 
gojišču po 5 dneh gojenja. 
 
Slika 15: Aktivnosti skupnih proteaz in pernizina v obliki azokazeinskih enot po 5 dneh gojenja seva S. rimosus 
(PER5) v gojišču s koncentracijo sojine moke 40 g/L in koncentracijo škroba 20 g/L z dodanimi enostavnimi viri 
dušika: sečnina v koncentraciji 0,5 g/L, 1 g/L in 2 g/L ter amonijev sulfat v koncentracijah 7 g/L, 9 g/L in 12 g/L 
v primerjavi s kontrolnim in osnovnim gojiščem 
Najvišja produkcija pernizina je izmerjena v gojišču z dodanim amonijevim sulfatom (Slika 15, 
Priloga J) v koncentraciji 12 g/L (8036,92  ±  49,66 enot/g vzorca). Aktivnost pernizina v 
gojišču z visoko koncentracijo amonijevega sulfata presega aktivnost pernizina izmerjenega v 
kontrolnem gojišču (6020,35 ± 159,28 enot/g vzorca) za 25 % in za 10 % v primerjavi z 
osnovnim gojiščem (7219,26 ± 62,34 enot/g vzorca). Temu sledi produkcija pernizina v 
osnovnem gojišču. Visoke koncentracije amonijevega sulfata pozitivno vplivajo na produkcijo 
pernizina. Pri koncentraciji 7 g/L (6906,06  ±  98,76 enot/g vzorca) smo izmerili nižjo aktivnost 
pernizina v primerjavi z gojiščem pri koncentraciji 9 g/L (7039,50 ± 200,73 enot/g vzorca). 
Aktivnost pernizina z dodanim amonijevim sulfatom v koncentraciji 7 g/L in 9 g/L sta višji za 
13 % in 15 % v primerjavi s kontrolnim gojiščem. Ko ti aktivnosti primerjamo z osnovnim 
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gojiščem, lahko izmerimo aktivnost pernizina ki je za 4 % in 3 %  nižja glede na osnovno 
gojišče. 
Dodana sečnina pozitivno vpliva na produkcijo pernizina v primerjavi s kontrolnim gojiščem. 
Pozitivno na produkcijo pernizina vpliva tudi povečanje koncentracije sečnine. Pri 
koncentraciji sečnine 0,5 g/L (6523,50 ± 378,59 enot/g vzorca) je aktivnost pernizina za 8 % 
višja v primerjavi s kontrolnim gojiščem. Z zvišanjem koncentracije sečnine v gojišču na 1 g/L 
(6903,81 ± 23,64 enot/g vzorca) in 2 g/L (7073,19 ± 507,56 enot/g vzorca) je aktivnost 
pernizina narasla v primerjavi s kontrolnim gojiščem za 13 % in 15 %. Sečnina dodana v gojišče 
ima negativen vpliv na produkcijo pernizina, ko jo primerjamo s aktivnosti  izmerjenega 
pernizina v osnovnem gojišču. Pri gojiščih s koncentracijo 0,5 g/L in 1 g/L se aktivnost 
pernizina zniža za 10 % in 4 % v primerjavi z osnovnim gojiščem. Ko je v gojišču sečnina v 
koncentraciji 2 g/L, se aktivnost pernizina glede na osnovno gojišče zniža za 2 %.  
 
Slika 16: Prikaz aktivnosti skupnih proteaz in pernizina v obliki azokazeinskih enot po 5 dneh gojenja seva S. 
rimosus (PER5) v gojišču s koncentracijo sojine moke 40 g/L in koncentracijo škroba 20 g/L z dodanimi 
kompleksnimi viri dušika: kvas, kvasni ekstrakt in kazein v koncentracijah 5 g/L, 10 g/L in 20 g/L v primerjavi s 
kontrolnim in osnovnim gojiščem 
Večja koncentracija dodanega kvasa v gojišče prispeva k večji produkciji pernizina (Slika 16, 
priloga J). V gojišču, v katerem je kvas prisoten v koncentraciji 5 g/L (4848,94 ± 179,11 enot/g 
vzorca), ima pernizin nižjo aktivnost v primerjavi s kontrolnim in osnovnim gojiščem, in sicer 
za 20 % in 33 %. Ob povečani koncentraciji kvasa na 10 g/L (6354,87 ± 115,37 enot/g vzorca) 
se poviša aktivnost pernizina za 5 % v primerjavi s kontrolnim gojiščem, medtem ko se zmanjša 
za 12 % v primerjavi z osnovnim gojiščem. Pri največji koncentraciji kvasa v gojišču, 20 g/L 
(7046,28 ± 337,31 enot/g vzorca), je aktivnost pernizina primerljiva z aktivnostjo pernizina 
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nastalega v osnovnem gojišču, saj je produkcija manjša le za 2 % in za 15 % večja glede na 
kontrolno gojišče. 
Iz slike 16 je razvidno, da večanje koncentracije kvasnega ekstrakta ne vpliva na aktivnost 
pernizina. V prisotnosti vseh  koncentracij kvasnega ekstrakta, 5 g/L (5782,93 ± 450,27 enot/g 
vzorca),    10 g/L (5467,11 ± 121,90 enot/g vzorca) in 20 g/L (6476,59 ± 550,52 enot/g vzorca), 
ima pernizin za 20 %, 24 % in 10 % nižjo aktivnost v primerjavi z osnovnim gojiščem. Če 
primerjamo omenjene koncentracije kvasnega ekstrakta s kontrolnim gojiščem, lahko vidimo, 
da se pri nizkih koncentracijah (5 g/L in 10 g/L) aktivnost pernizina zniža za 4 % in 10 %, 
medtem ko je pri najvišji koncentraciji kvasnega ekstrakta (20 g/L) količina pernizina večja za 
7 %. 
Pri gojiščih z dodanim kazeinom opaimo negativen vpliv povečanja koncentracije kazeina na 
produkcijo pernizin.  Pri vseh koncentracijah kazeina v gojišču - 5 g/L (6794,37 ± 136,33 enot/g 
vzorca), 10 g/L (6221,30 ± 580,28 enot/g vzorca) in 20 g/L (4769,42 ± 782,84 enot/g vzorca) 
se aktivnost pernizina zniža za 6 %, 14 % in 34 % v primerjavi z osnovnim gojiščem. Pozitiven 
vpliv kazeina na produkcijo pernizina v primerjavi s kontrolnim gojiščem se je pokazal pri 
koncentracijah 5 g/L (porast za 11 %) in 10 g/L (porast za 3 %), medtem ko je pri koncentraciji 
20 g/L razviden negativen vpliv (zmanjšanje za 21 %).  
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Slika 17: Prikaz aktivnosti skupnih proteaz in pernizina v obliki azokazeinskih enot na gram vzorca po 5 dneh 
gojenja seva S. rimosus (PER5) v gojišču s koncentracijo sojine moke 40 g/L in koncentracijo škroba 20 g/L z 
dodanimi kompleksnimi viri dušika: hidrolizat soje in CSL v koncentracijah 5 g/L, 10 g/L in 20 g/L ter 1 g/L,         
3 g/L in 6 g/L v primerjavi s kontrolnim in osnovnim gojiščem 
Najboljša produkcija pernizina je bila zabeležena v gojišču z dodanim hidrolizatom soje s 
koncentracijio5 g/L (7547,47 ± 1172,04 enot/g vzorca) (Slika 17, priloga J), toda zaradi visoke 
standardne deviacije ta rezultat ni najbolj zanesljiv. Aktivnost pernizina, ki smo je izmerili v 
tem gojišču, presega količino pernizina, ki je nastala v kontrolnem (6020,35 ± 159,28 enot/g 
vzorca) in osnovnem gojišču (7219,26 ± 62,34 enot/g vzorca) za 22 % in 4 %. Pri višji 
koncentraciji hidrolizata soje 10 g/L je aktivnost pernizina (5423,61 ± 295,33 enot/g vzorca) 
nižja za 10 % in 25 % v primerjavi s kontrolnim in začetnim gojiščem. V primeru še višje 
koncentracije hidrolizata soje, in sicer 20 g/L, je aktivnost pernizina (6157,22 ± 268,11 enot/g 
vzorca) višja za 2 % v primerjavi s kontrolnim gojiščem in nižja za 15 % v primerjavi z 
osnovnim gojiščem. 
V gojiščih z dodano koruzno namakalno vodico (CSL, ang.: Corn Steep Liquor) v 
koncentracijah  5 g/L (5741,16 ± 50,14 enot/g vzorca) in 20 g/L (4191,83 ± 86,41 enot/g vzorca) 
je produkcija pernizina nižja za 5 % in 30 % v primerjavi s kontrolnim gojiščem in za 20 % in 
41 % v primerjavi z osnovnim gojiščem. Glede produkcije pernizina v gojišču s koncentracijo 
CSL 10 g/L (6424,12 ± 417,57 enot/g vzorca) opažamo, da je aktivnost pernizina za  6 % višja 
v primerjavi s kontrolnim gojiščem in 11 % nižja pernizina v primerjavi z osnovnim gojiščem. 
Pri vseh gojiščih je aktivnost pernizina višja kot aktivnost skupnih proteaz. Kontrolni sev ima 
nizko proteolitično aktivnost v vseh gojiščih.  
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4.5 VPLIV DODATNIH VIROV OLJA NA PRODUKCIJO PERNIZINA V IZBRANEM 
SEVU S. rimosus PER5 
V eksperimentu smo preverjali tudi vpliv ribjega in sojinega olja (10 in 20 g/L) na produkcijo 
pernizina. Omenjene količine smo dodali v začetna gojišča, ki smo jih naredili istočasno ter jih 
inokulirali s produkcijskim sevom PER5 ali s kontrolnim sevom KON. Izmerjene aktivnosti 
pernizina v spremenjenih gojiščih smo primerjali z aktivnostjo pernizina v osnovnem in 
kontrolnem gojišču po 5 dneh gojenja. 
 
Slika 18: Prikaz aktivnosti skupnih proteaz in pernizina v obliki azokazeinskih enot na gram vzorca po 5 dneh 
gojenja seva S. rimosus (PER5) v gojišču s koncentracijo sojine moke 40 g/L in koncentracijo škroba 20 g/L z 
dodanimi olji, sojinim in ribjim oljem, v koncentracijah 10 g/L in 20 g/L v primerjavi s kontrolnim in osnovnim 
gojiščem 
Iz slike 18 (in Priloga K) je razvidno, da olja,  ki jih dodamo v gojišče, zelo pozitivno vplivajo 
na produkcijo pernizina,. Nižja koncentracija olja prispeva k večji produkciji pernizina. 
Najvišja aktivnost pernizina je bila izmerjena v gojišču z dodanim sojinim oljem s koncentracijo 
10 g/L (10939,06 ± 334,53 enot/g vzorca), ta aktivnost presega aktivnost pernizina v 
kontrolnem gojišču (6020,35 ± 159,28 enot/g vzorca) za 45 % in v osnovnem gojišču (7219,26 
± 62,34 enot/g vzorca) za 34 %. Tudi pri gojišču z dodanim ribjim oljem v koncentraciji 10 g/L 
je vidna visoka aktivnost pernizina (9946,41 ± 527,38 enot/g vzorca), aktivnost pernizina je v 
tem primeru višja za 40 % v primerjavi s kontrolnim gojiščem in za 27 % glede na osnovno 
gojišče. Aktivnosti skupnih proteaz so v vseh primerih nižje kot aktivnost pernizina. Rezultat 
aktivnosti skupnih proteaz v gojišču s sojinim oljem v koncentraciji 10 g/L (5974,08 ± 2294,08 
enot/g vzorca) ni najbolj zanesljiv zaradi visoke standardne deviacije. Pri visokih 
koncentracijah olja (20 g/L) se aktivnost  pernizina zelo zmanjša. V primeru sojinega olja 
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(3737,50 ± 893,08 enot /g vzorca) je produkcija pernizina nižja za 38 % v primerjavi s 
kontrolnim gojiščem in 48 % glede na osnovno gojišče. Pri ribjem olju  je aktivnost pernizina 
(5234,34 ± enot /g vzorca) nižja v primerjavi s kontrolnim in osnovnim gojiščem za 13 % in 28 
%. Kontrolni sev ima nizko proteolitično aktivnost v vseh gojiščih.  
Pri tretjem poskusu smo ugotovili, da na izmerjeno aktivnost in na produkcijo pernizina najbolj 
vplivajo olja, ki smo jih dodali v gojišče. Najvišja izmerjena aktivnost pernizina  ( 10939,06 
enot/g vzorca) je bila v gojišču, ki je vsebovalo sojino olje s koncentracijo 10 g/L. Pomembno 
je poudariti, da je bila izmerjena aktivnost skupnih proteaz in pernizina vedno nizka pri 
kontrolnem sevu.  
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Cilj magistrske naloge je bila optimizacija gojišča za produkcijo serinske proteaze pernizin v 
bakteriji Streptomyces rimosus. Prvotno je bila ta proteaza izolirana iz arheje Aeropyrum pernix 
K1 (Šnajder in sod., 2012). Začetno gojišče, ki smo ga uporabljali pri optimizaciji, je bilo 
produkcijsko gojišče GOTC, ki je bilo prvotno optimizirano za produkcijo antibiotika 
oksitetraciklina (Petković in sod., 2006). Vendar pa tako gojišče kot tudi izhodni sev S. rimosus 
nista prilagojena za produkcijo heterolognih proteinov.  
Industrijska gojišča vsebujejo lahko in težko razgradljive vire ogljika (Kampen, 1996). V 
primeru produkcijskega gojišča GOTC kompleksen vir ogljika predstavljata škrob (100 % vir 
ogljika) (Boyer, 2002) in delno sojina moka (vsebuje 30 – 40 % ogljika) (Grieshop in sod., 
2003). Vir dušika predstavljata amonijev sulfat (vsebuje 21 % dušika) in sojina moka (vsebuje 
50 % dušika (Porter in Jones, 2003)). Dušik je v primarnem metabolizmu potreben za sintezo 
aminokislin, purinov in pirimidinov (Madigan in sod., 2006). Bakterija S. rimosus izloča v 
okolje različne proteaze, ki omogočajo razgradnjo virov dušika in tako lahko pride do katabolne 
represije z dušikom (Kampen, 1996).  
V obsegu te naloge smo na začetku preverjali optimalno koncentracijo sojine moke in škroba, 
oziroma najbolj optimalno razmerje virov ogljika in dušika. Preverjali smo tudi, kako različne 
komponente gojišča, kot so enostavni viri ogljika in dušika ter olja, vplivajo na produkcijo 
pernizina. Poleg aktivnosti samega pernizina smo preverjali tudi produkcijo skupnih proteaz. 
Skupne proteaze so vse proteaze, ki jih sev S. rimosus lahko proizvede, in vključujejo tudi 
pernizin.  
Glede na to, da je pernizin obstojen pri visokih temperaturah (nad 80 °C), ostale nativne 
proteaze gostiteljskega seva S. rimosus pa se pri teh temperaturah inaktivirajo, smo pred 
vrednotenjem aktivnosti pernizina z azokazeinskim testom kulturo rekombinantnega seva S. 
rimosus predinkubirali, in tako inaktivirali nativne proteaze. Na ta način smo lahko izmerili 
aktivnost samega pernizina. Zato smo poleg rekombinantnih produkcijskih sevov (ki so 
vsebovali gen za pernizin), v eksperimentih uporabljali tudi kontrolni sev S. rimosus 
M4018/pVF, ki ne proizvaja pernizina. 
5.1 IZBIRA SEVA 
V obsegu prvega sklopa eksperimentov (poglavje 4.1) smo uporabili dva neodvisna klona 
bakterije S. rimosus M4018 – PER4 in PER5. Preučevali smo vpliv različnih koncentracij sojine 
moke (10 g/L, 20 g/L, 40 g/L in 50 g/L) in različnih koncentracij škroba (20 g/L, 30 g/L in 40 
g/L) na produkcijo pernizina, ter aktivnost pernizina primerjali s kontrolnim gojiščem. V 
kontrolnem gojišču je bila koncentracija sojine moke 42 g/L in koncentracija škroba 28 g/L 
(preglednica 5). Proces gojenja smo spremljali 5 dni v vseh gojiščih in pri obeh sevih.  
Najvišjo aktvnost skupnih proteaz in pernizina smo izmerili pri koncentracijah sojine moke 
20 g/l in 40 g/L. Torej, pri teh koncentracijah,  sojina moka spodbujajo sintezo pernizina. Zelo 
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nizke in zelo visoke koncentracije sojine moke negativno vplivajo na produkcijo pernizina in 
proteaz, saj smo pri koncentracijah sojine moke 10 g/L in 50 g/L izmerili nižjo aktivnost proteaz 
in pernizina v primerjavi z ostalimi gojišči. V gojiščih s koncentracijo sojine moke 20 g/L in 
40 g/L je največji delež skupnih proteaz predstavljal pernizin. Razlika med dvema 
produkcijskima sevoma ni bila ključna. V povprečju smo izmerili nekoliko višjo aktivnost 
pernizina pri sevu PER4. Medtem, ko smo pri sevu PER5 izmerili najvišjo aktivnost pernizina 
v gojišču S40Š40. Tudi pri sevu PER4 je najvišja aktivnost pernizina izmerjena v gojišču 
S40Š40. Zaključimo lahko, da je pri relativno visokih koncentracijah sojine moke (40 g/L) in 
škroba (40 g/L) produkcija pernizina najvišja neglede na uporabljen sev. Pri sevu PER5 smo 
po 5 dneh bioprocesa v gojišču S40Š40 izmerili 14 % višjo aktivnost pernizina v primerjavi s 
kontrolnim gojiščem, ter za 3 % višjo aktivnost pernizina v enakem gojišču pri sevu PER4. 
Glede na omenjene rezultate smo se odločili, da v nadaljnjih poskusih uporabimo produkcijski 
sev PER5. Pri tem sevu smo izmerili najvišjo aktivnost pernizina v celotnem prvem 
eksperimentu v gojišču S40Š40 (Poglavlje 4.1).  
5.2 VPLIV RAZMERJA MED SOJINO MOKO IN ŠKROBOM NA PRODUKCIJO 
PERNIZINA 
V drugem sklopu eksperimentov (poglavje 4.2) smo uporabili večji razpon koncentracij sojine 
moke (20 g/L, 30 g/L, 40 g/L in 50 g/L) in škroba (20 g/L, 30 g/L, 40 g/L, 50 g/L in 60 g/L), 
da bi dobili bolj kakovostne podatke o vplivu razmerja med sojino moko in škrobom. Na 
podlagi rezultatov v prvem sklopu eksperimentov smo uporabili le en produkcijski sev – PER5 
ter kontrolni sev – KON. Poleg tega smo primerjali produkcijo pernizina in skupnih proteaz 3. 
in 5. dan gojenja. Pomembno je omeniti, da smo vsa gojišča v drugem sklopu eksperimentov 
naredili istočasno, na ta način smo dobili kar je mogoče bolj primerljive rezultate in zmanjšali 
variabilnost. Vsa gojišča smo primerjali s kontrolnim gojiščem GOTC. 
Ponovno smo ugotovili, da koncentracija sojine moke 40 g/L v gojiščih pozitivno vpliva na 
produkcijo pernizina neglede na čas gojenja. V povprečju se v vseh gojiščih s koncentracijo 
sojine moke 40 g/L in 50 g/L po 3 dneh gojenja kaže višja aktivnost pernizina kot pri 
kontrolnem gojišču GOTC v istem dnevu gojenja. Najvišjo aktivnost pernizina po 3 dneh 
gojenja smo izmerili v gojišču S50Š20. Možno je, da visoke koncentracije sojine moke 
aktivirajo sekundarni metabolizem nekoliko prej oziroma v 3. dnevu gojenja. Po 5 dneh gojenja 
je najbolj optimalno gojišče za produkcijo pernizina S40Š30 in kontrolno gojišče. Domnevamo, 
da se pri daljšem času gojenja kulture S. rimosus (več kot 3 dni) aktivnost proteaz in pernizina 
zniža zato, ker se proteaze inaktivirajo. Dvig koncentracije škroba ima večinoma negativen 
vpliv na produkcijo pernizina neglede na čas gojenja. Iz rezultatov je razvidno, da večina 
aktivnosti skupnih proteaz, ki smo jih izmerili, pravzaprav izvira od pernizina. Cilj drugega 
poskusa je bil določiti bolj podrobno sestavo gojišča, ki ga bomo uporabili za nadaljne poskuse.  
Večina rezultatov, ki smo jih dobili v drugem sklopu poskusov, je primerljivih z rezultati prvega 
Sklopa poskusov. Razvidno je, da je bilo eksperimentalno delo dobro zastavljen in izveden, saj 
je bila proteazna aktivnost kontrolnega seva (brez pernizina) vedno nizka.  
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Kontrolno gojišče GOTC vsebuje razmerje med sojino moko in škrobom 1,5 : 1. Višjo aktivnost 
pernizina smo v tem gojišču izmerili 5. dan gojenja v primerjavi s 3. dnevom. Iz rezultatov je 
razvidno, da je aktivnost pernizina po 3 dneh gojenja višja, kot po 5. dnevih, ko je koncentracija 
sojine moke višja od koncentracije škroba za 2,5-krat. Medtem pa smo po 5. dneh gojenja 
izmerili najvišjo aktivnost pernizina v gojišču z razmerjem sojine moke in škroba 1,3 : 1.  
Glede na to, da je razmerje med ogljikom in dušikom v gojišču pomembno za produkcijo 
proteaz, smo preračunali razmerje med celokupno količino ogljika in proteini, razmerje med 
škrobom in proteini ter razmerje med celokupno količino ogljika in dušika (celokupni C/N). Ta 
razmerja so  medsebojno podobna (priloga M), zato smo se ukvarjali le z razmerjem med 
celokupnim ogljikom in dušikom (C/N) in v nadaljevanju opisujemo to razmerje za testirana 
gojišča. Iz rezultatov je razvidno, da nizko razmerje med ogljikom in dušikom pozitivno vpliva 
na produkcijo pernizina (priloga L). V primeru, ko je razmerje C/N večje od 4, se aktivnost 
pernizina zmanjša  3. dan gojenja, medtem ko se pri razmerju C/N manjšem od 2 aktivnost 
pernizina  5. dan gojenja poviša.izmerili višjo aktivnost pernizina. Gojišča, v katerih smo 
izmerili najvišjo aktivnost pernizina po 3 dneh gojenja, imajo razmerje C/N 1,3; 3,4 in 1,5.  Po 
5. dneh gojenja rezultati niso tako pravilno razporejeni kot v 3. dnevu gojenja, vseeno pa je 
opazen trend. Namreč, po 5 dneh gojenja smo izmerili višjo aktivnost pernizina pri gojiščih z 
nižjim razmerjem C/N. Najvišjo aktivnost pernizina smo izmerili v gojiščih, v katerih je C/N 
razmerje 1,8; 1,5 in 2,0.  
Glede na dobljene rezultate v drugem sklopu poskusov smo se odločili, da v nadaljevanju 
uporabimo gojišče S40Š20 kot osnovno gojišče, v katerem bomo vrednotili vpliv drugih virov 
ogljka, dušika in olj. Poleg tega smo vedno kot kontrolo uporabili nespremenjano gojišče 
GOTC ter primerjali rezultate po 5 dneh gojenja. Razmerje med sojino moko in škrobom v 
GOTC kontrolnem gojišču je 1,5 : 1, medtem ko je v osnovnem gojišču 2 : 1, torej je razmerje 
nekoliko višje v osnovnem gojišču, ki smo ga predhodno izbrali. Osnovno gojišče ima razmerje 
C/N 1,5 to je nekoliko nižje glede na razmerje C/N v kontrolnem gojišču GOTC,  ki znaša 1,8. 
Osnovno gojišče S40Š20 smo izbrali zato, ker je bila po 5 dneh gojenja v tem gojišču visoka 
aktivnost pernizina in je tudi cenovno in ekonomsko ugodnejše kot kontrolno, saj je potrebna 
manjša količina sojine moke in škroba.   
V drugem sklopu poskusa smo tako določili optimalno koncentracijo sojine moke in škroba, 
njuno razmerje v gojišču ter razmerje med ogljikom in dušikom. Na aktivnost pernizina 
vsekakor vplivajo tudi drugi pogoji, kot so gibanje vrednosti pH, topnost kisika, razmerja med 
ostalimi elementi in ostali parametri, na katere ne moremo vplivati pri gojenju na stresalniku. 
Bioproces bi lahko izvedli v bioreaktorju, kjer bi spremljali različne pogoje in parametre ter 
tako optimizirali produkcijo pernizina.  
5.3 VPLIV VIROV OGLJIKA NA PRODUKCIJO PERNIZINA 
V tretjem sklopu eksperimentov (poglavje 4.3) smo kot vire ogljika uporabili enostavne vire 
ogljika kot: glukozo, laktozo, saharozo, glicerol, manitol in dekstrin ter preverjali njihov vpliv 
na produkcijo pernizina. Pogosto uporabljeni viri ogljika v gojiščih so monosahardi (glukoza, 
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fruktoza), disaharidi (laktoza, saharoza), polisaharidi (škrob, celuloza, dekstrin) in polioli 
(glicerol) (Masurekar, 2008).  
Višja koncentracija glukoze v gojišču negativno vpliva na produkcijo pernizina. Možno je, da 
je v tem primeru prišlo do katabolne represije, ker je glukoza hitro razgradljiv vir ogljika. 
(Sharma in sod., 2017). Poleg tega lahko glukoza negativno vpliva na tvorbo biomase zaradi 
dehidracije oziroma plazmolize (Greasham in Heber, 1997).  
Disaharidna sladkorja saharoza in laktoza imata pozitiven vpliv na produkcijo pernizina v 
primerjavi s kontrolnim GOTC in začetnim gojiščem. Z dvigom koncentracije saharoze (20 
g/L) se je aktivnost pernizina dvignila za 17,9 % v primerjavi s kontrolnim gojiščem. V primeru 
dodane laktoze (10g/L in 20 g/L) se aktivnost pernizina poviša za  15 % in 10 %. 
Glicerol ima zelo negativen vpliv na produkcijo pernizina, tudi v tem primeru je možno, da je 
prišlo do katabolne represije. Ob dodatku glicerola v koncentraciji 20 g/L smo izmerili za  95 
%  nižjo aktivnost pernizina v primerjavi s kontrolnim gojiščem. Glicerol v S. lividans represira 
biosintezo hitinaze in v S. kanamyceticus α-amilazo (Hodgson, 2000). Za S. rimosus še ni bilo 
narejenih podobnih raziskav, vendar pa bi na podlagi inhibitornega učinka lahko sklepali, da 
ima glicerol vlogo pri regulaciji katabolizma ogljika. 
V primeru, ko smo v gojišče dodali manitol, je bil viden najbolj pozitiven vpliv tega vira ogljika 
na produkcijo pernizina, zato je primeren dodatek za nadaljnjo optimizacijo gojišča. Aktivnost 
pernizina se je pri koncentraciji manitola 10 g/L povišala za 27 % in za 24 % , ko smo v gojišče 
dodali manitol v koncentraciji 20 g/L. Z dodatkom 10 g/L manitola v gojišče se je celokupna 
količina ogljika v primerjavi z dušikom povečala, razmerje C/N je bilo 2,1. Optimalno C/N 
razmerje za 5-dnevni bioproces je nižje od 2 (poglavje 5.2) in je ob dodatku manitola še blizu 
omenjenega optimalnega območja. 
Dekstrin je kot vir ogljika lažje dostopen za celico kot škrob, ker je delno razgrajen. Najvišjo 
aktivnost pernizina smo izmerili pri najnižji koncentraciji dekstrina (5 g/L), v tem primeru se 
je količina pernizina povečala za 18 % v primerjavi s kontrolnim gojiščem. Lahko ugotovimo, 
da dekstrin pozitivno vpliva na produkcijo pernizina, če je prisoten v nizkih koncentracijah. 
5.4 VPLIV VIROV DUŠIKA NA PRODUKCIJO PERNIZINA 
Viri dušika, ki smo jih uporabljali (poglavje 4.4), so bili sečnina, kvas, kvasni ekstrakt, kazein 
in amonijev sulfat in CSL. Dodajali smo jih v različnih koncentracijah. Uporabljajo se 
anorganski (sečnina, amonijeve soli) ali organski viri dušika, ki so tudi kompleksni (sojina 
moka, kvasni ekstrakt, kazein, CSL) (Greasham in Herber, 1997).  
Povečanje koncentracije amonijevega sulfata v gojišču ima najbolj pozitiven vpliv na 
produkcijo pernizina. Izmerili smo za 25 % višjo aktivnost pernizina v gojišču z 12 g/L 
amonijevega sulfata. C/N razmerje v tem gojišču znaša 1,3. To razmerje C/N je nižje kot 2 in 
je znotraj optimalnega območja, ki smo ga določili že v predhodnih eksperimentih. Če v začetno 
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gojišče dodamo sečnino, vidimo, da se produkcija pernizina povečuje sorazmerno s povečanjem 
koncentracije sečnine v gojišču. Pri najvišji koncentraciji sečnine (2 g/L) se aktivnost pernizina 
poviša za 15 %, v tem gojišču je C/N razmerje 1,4 in je to razmerje znotraj optimalnega 
območja.  
Amonijev sulfat in sečnina sta anorganska vira dušika. Sečnina se razgrajuje z encimom ureaza, 
ki je očitno prisotna tudi v S. rimosus. Razgradnja amonijevega sulfata provzroča zniževanje 
pH vrednosti okolja, ker se sprošča kislina. Pri našem eksperimentu nismo ugotovili, če je prišlo 
do znižanja pH vrednosti, ker je nismo merili po koncu bioprocesa, zaradi velikega števila in 
majhnega volumna vzorcev. Možno je, da ima znižanje pH vrednosti negativen vpliv na rast 
biomase in produkcijo pernizina. Zato smo na začetku v gojišče dodali MOPS, ki deluje kot 
puferski sistem in preprečuje spremembe vrednosti pH. 
Kompleksni viri dušika, ki smo jih testirali, so bili kvas, kvasni ekstrakt, kazein, CSL in 
hidrolizat soje. Kvasni ekstrakt je predvsem vir dušika, hkrati pa je tudi vir ogljika, žvepla in 
fosforja ter vsebuje vitamine B-kompleksa in rastne faktorje (Yeast Extract..., 2016). Iz 
rezultatov (poglavje 4.4) je razvidno, da povečanje koncentracij kvasa in kvasnega ekstrakta v 
gojiščih pozitivno vpliva na produkcijo pernizina. V gojišču s koncentracijo  kvasa 20 g/L smo 
izmerili 15 % višjo aktivnost pernizina v primerjavi s kontrolnim gojiščem in je zato kvas 
primeren dodatek za nadaljnjo optimizacijo gojišča. Medtem, ko smo v primeru kvasnega 
ekstrakta (20 g/L) izmerili 7 % višjo aktivnost v primerjavi s kontrolnim gojiščem. Gojišče z 
dodanim kvasom v koncentraciji 20 g/L ima C/N razmerje 0,8 in ponovno lahko opazimo, da 
nizko C/N razmerje pozitivno vpliva na produkcijo pernizina. Enako velja tudi za gojišče z 
dodanim kvasnim ekstraktom v enaki koncentraciji. 
Kazein je protein, ki ga najdemo predvsem v mlečnih produktih. Vir dušika (13,5 – 15 %) v 
kazeinu predstavljajo fosfoproteini (Casein…, 2017). Povečanje koncentracije kazeina 
negativno vpliva na produkcijo pernizina, oziroma pri koncentraciji kazeina 20 g/L se aktivnost 
pernizina zniža za 21 % v primerjavi s kontrolnim gojiščem. 
Hidrolizat soje zelo pozitivno vpliva na produkcijo pernizina pri relativno nizki koncentraciji 
(5 g/L), kjer je aktivnost pernizina za  22 % višja v primerjavi s kontrolnim gojiščem, medtem 
ko se pri višjih koncentracijah produkcija pernizina zniža. Ta kombinirani vir ogljika in dušika 
je delno razgrajen in je zato bolj dostopen celici v primerjavi s sojino moko. Možno je, da pri 
višji koncentraciji sojinega hidrolizata ni prišlo do višje produkcije, ker celica ne potrebuje 
dušika v veliki količini. C/N razmerje v primeru gojišča s 5 g/L hidrolizata soje znaša 1,7 in je 
še vedno v optimalnemu območju, ki smo ga izračunali za 5-dnevni bioproces. 
CSL je vir dušika, hkrati pa vsebuje tudi mlečno kislino ter je tudi vir ogljika. Poleg tega vsebuje 
vitamine in minerale (Kampen, 1996). Dodajanje CSL v gojišče negativno vpliva na produkcijo 
pernizina, zato CSL ni primeren dodatek za nadaljnjo optimizacijo gojišča. Pri relativno visoki  
koncentraciji CSL (20 g/L)  se aktivnost pernizina zniža za 30 %. 
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5.5 VPLIV OLJ NA PRODUKCIJO PERNIZINA 
Na koncu smo še preučevali, kako dodatek ribjega in sojinega olja vpliva na produkcijo 
pernizina (poglavje 4.5). Olja so lahko vir ogljika in vitaminov ter so pokazala zelo pozitiven 
vpliv na produkcijo pernizina. Najbolj pozitiven vpliv na aktivnost pernizina ima sojino olje v 
koncentraciji 10 g/L. V tem gojišču smo izmerili 45 % višjo aktivnost pernizina v primerjavi s 
kontrolnim gojiščem. Ob dodatku ribjega olja (10 g/L) se aktivnost pernizina poviša za 40 % v 
primerjavi s kontrolnim gojiščem. Relativno visoke koncentracije olja (20 g/L) negativno 
vplivajo na produkcijo pernizina, v primeru sojinega olja se aktivnost pernizina zniža za 38 %, 
medtem ko se v primeru ribjega olja aktivnost pernizina zniža za 13 % v primerjavi s kontrolnim 
gojiščem. Možno je, da pri visoki koncentraciji olj ni več dovolj kisika, ker se zaradi velike 
viskoznosti zmanjšuje prenos kisika do celic in raztapljanje kisika v gojišču.  
5.6 ZAKLJUČEK 
V obsegu magistrske naloge smo vrednotili vpliv komponent gojišč na aktivnost pernizina v 
času biosinteznega postopka v rekombinantnih sevih S. rimosus. V prvem koraku smo testirali 
predvsem vpliv razmerja med sojino moko in škrobom, vpliv različnih virov ogljika in dušika 
na produkcijo pernizina ter vpliv razmerja C/N. Poleg produkcije pernizina smo preverjali tudi 
produkcijo skupnih proteaz. Testni organizem je bil Streptomyces rimosus M4018, ki je bil 
transformiran tako, da je proizvajal proteazo pernizin arheje Aeropyrum pernix. Cilj 
magistrskega dela je bilo ugotoviti, kakšna razmerja in komponente gojišča imajo pozitiven 
vpliv na produkcijo pernizina. 
Ugotovili smo, da je bolj produktiven sev PER5, vendar nismo zaznali velike razlike v 
produkciji pernizina med produkcijskima sevoma PER4 in PER5. Zato smo za nadaljnja 
testiranja uporabili le produkcijski sev PER5 in kontrolni sev KON. Variabilnost pridobljenih 
rezultatov je bila sprejemljiva, saj je izhodni sev S. rimosus M4018, ki ne producira pernizina 
vedno kazal zelo nizko azokazeinsko aktivnost. Najbolj optimalno gojišče za produkcijo 
pernizina po 3 dneh gojenja ima razmerje med sojino moko in škrobom 2,5 : 1. Za gojenje, ki 
traja 5 dni, je najbolj optimlano razmerje med sojino moko in škrobom 1,5 : 1 , 1,3 : 1 in 2 : 1 
(slika 10, priloga H). Izračunali smo katero razmerje C/N je najbolj optimalno za produkcijo 
pernizina, oziroma pri kateri C/N vrednosti izmerimo najvišjo aktivnost pernizina. Po 3 dneh 
gojenja je optimalno C/N razmerje v gojišču < 4, medtem ko je C/N razmerje < 2 najbolj 
optimalno za 5-dnevni bioproces. Za tretji eksperimentalni sklop smo uporabili kontrolno 
gojišče in osnovno gojišče (S40Š20), v katero smo dodajali vire ogljika in dušika ter olja. 
Zaključimo lahko,  da smo za nadaljnje poskuse izbrali dobro gojišče, ker smo v osnovnem 
gojišču izmerili višjo aktivnost pernizina kot v kontrolnem gojišču. Viri ogljika, ki so vplivali 
pozitivno na produkcijo pernizina, so manitol, saharoza, laktoza ter dekstrin, ki pozitivno vpliva 
na produkcijo pernizina le pri nizki koncentraciji (5 g/L) (poglavje 4.3). Najbolj primerni 
dodatki virov dušika za nadaljnjo optimizacijo gojišča so: amonijev sulfat, sečnina, kvas in 
hidrolizat soje (poglavje 4.4). Sojino in ribje olje sta se pokazala kot najbolj primerna dodatka, 
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ki pozitivno vplivata na produkcijo pernizna  v relativno nizki koncentraciji (10 g/L) (poglavje 
4.5).  
V magistraski nalogi smo ugotovili, katere komponente gojišč spodbujajo produkcijo pernizina. 
Glavna pomanjkljivost tega dela je bilo majhno merilo, v katerem so se eksperimenti izvajali – 
na stresalniku. Za pridobitev bolj informativnih podatkov bi bilo potrebno celoten proces 
prenesti v bioreaktor, torej v večje merilo. V tem primeru bi lahko spremljali porabo kisika, 
spremembo pH in kontrolirali ostale parametre ter jih optimizirati za boljšo produkcijo 
pernizina. Rezultate, ki smo jih pridobili, lahko uporabimo kot osnovo za nadaljnje raziskave 
in eksperimente. V teh eksperimentih bo treba iskati optimalno razmerje in kombinacije med 
vsemi viri ogljika in dušika, ki so v že narejenih eksperimentih pokazali pozitiven vpliv na 
donos pernizina. 
    
Štefančić E. Optimizacija gojenja bakterije Streptomyces rimosus za pridobivanje rekombinantne serinske proteinaze pernizin. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018 53 




- Vsebnost komponent gojišča vpliva na produkcijo pernizina v S. rimosus pri sevih PER4 in 
PER5. Najbolj optimalno gojišče za produkcijo pernizina je gojišče, ki vsebuje 40 g/L sojine 
moke in 30 g/L škroba. 
- Nismo opazili velikih razlik v produkciji pernizina med sevoma PER4 in PER5. Sev PER5 je 
bil nekoliko boljši. 
- Visoke koncentracije sojine moke (50 g/L) pospešujejo produkcijo pernizina po 3 dneh 
gojenja. 40 g/L sojine moke pozitivno vpliva na aktivnost pernizina po 3. in po 5. dneh gojenja. 
V povprečju smo ugotovili višjo aktivnost pernizina po 5. dneh. 
- Najvišjo aktivnost pernizina smo izmerili po 3. dneh gojenja v gojišču S50Š20, v katerem je 
razmerje C/N 1,3. Po 5. dneh gojenja je najvišja aktivnost pernizina izmerjena v produkcijskem 
gojišču GOTC z razmerjem C/N 1,8 in v gojišču S40Š30 z razmerjem C/N 2,0 ter v gojišču 
S40Š20 z razmerjem C/N 1,5. 
- Optimalno razmerje med celotnim ogljikom in dušikom (C/N) za produkcijo rekombinantnega 
pernizina je manjše od 4 za tretji dan in manjše od 2 za peti dan bioprocesa. 
- Najboljša »enostavna« vira ogljika za produkcijo pernizina sta manitol (10 g/L) in laktoza (10 
g/L), sledita pa saharoza (20 g/L) in dekstrin (5 g/L), medtem ko ostali viri ogljika - glukoza in 
glicerol, ne vplivajo bistveno na produkcijo pernizina ali pa imajo negativen vpliv. 
- Najboljši viri dušika, ki pozitivno vplivajo na produkcijo pernizina, so amonijev sulfat 
(12 g/L), ki je enostaven vira dušika, hidrolizat soje (5 g/L) ter kvas (20 g/L), ki sta kompleksna 
vira dušika. Razmerje C/N je bilo v vseh naštetih primerih pozitivnega vpliva na produkcijo 
pernizina manjše od 2, kar je optimalno razmerje za 5-dnevni bioproces. Koruzna namakalna 
voda in kvasni ekstrakt negativno vplivata na produkcijo pernizina.  
- Najbolj pozitiven vpliv na produkcijo pernizina so imela olja – sojino in ribje olje, pri 
koncentraciji 10 g/L. Medtem ko, pri koncentraciji 20 g/L, olja negativno vplivajo na 
produkcijo pernizina. 
- Sklepi potrjujejo vse zastavljene hipoteze.  
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Termostabilna proteinaza pernizin ima velik potencial za industrijsko uporabo, predvsem v 
industriji čistil in v medicini. Pernizin je bil odkrit in izoliran iz arheje A. pernix K1, njegova 
molekularna masa je 34 kDa brez proregije, medtem ko je v aktivni obliki molekularna masa 
23 kDa. Glede na to, da je donos pernizina v nativnem organizmu prenizek za industrijsko 
proizvodnjo, oziroma je to bakterijo zelo težko prenesti v industrijsko okolje, so začeli 
razmišljati o rekombinantnem pernizinu in hetereolognem izločanju proteina (Šnajder in sod., 
2012). Prvotno so s pomočjo optimizacije kodona pernizin izrazili v E.coli in dokazali, da ima 
tudi rekombinantni pernizin lastnosti podobne nativnemu. Obstojen in aktiven je na visokih 
temperaturah in v širokem pH razponu ter v prisotnosti različnih detergentov in reducentov 
(Šnajder in sod., 2015).  
E.  coli je najpogosteje uporabljen gostiteljski organizem za produkcijo heterolognih proteinov, 
ampak ima določene omejitve (priloga B). Zaradi zunanje membrane pogosto pride do 
akumulacije proteinov v periplazemskem prostoru. Gram-pozitivne bakterije, kot so sevi rodu 
Streptomyces, so primerni gostitelji za izločanje heterolognih proteinov. Uporabljajo se 
predvsem zato, ker imajo odlične izločevalne sisteme in izločajo pravilno zvite proteine (Anné 
in sod., 2012). Produkcijski sev, ki smo ga uporabili, je bil S. rimosus M4018 s plazmidom pVF 
tcp830 srT pernisine CO HT. Poleg tega smo uporabili kontrolni sev S. rimosus M4018 pVFk 
brez vključka za produkcijo pernizina. S. rimosus je odličen za industrijsko proizvodnjo 
antibiotikov, predvsem oksitetraciklina (Petković in sod., 2006).  
V obsegu te magistrske naloge smo re-optimizirali gojišče GOTC, ki je bilo prvotno razvito za 
produkcijo oksitetraciklina, za pridobitev čim večjega donosa pernizina. Predvsem smo 
preverjali, kako različne koncentracije sojine moke in koruznega škroba vplivajo na produkcijo 
pernizina. Sojina moka predstavlja predvsem vir dušika in v manjši meri tudi vir ogljika. Prvi 
sklop poskusov smo začeli z dvema različnima produkcijskima sevoma PER4 in PER5 ter smo 
seveda uporabili tudi kontrolni sev KON, ki producira le nativne proteinaze, ne pa pernizina. 
Glede na rezultate prvega sklopa eksperimenta smo izbrali produkcijski sev PER5, vendar 
nismo opazili velike razlike med dvema produkcijskima sevoma. V drugem sklopu eksprimenta 
smo poleg različnih koncentracij sojine moke in škroba spremljali tudi časovno produkcijo 
pernizina v 3. in 5. dnevu gojenja. Dokazali smo, da v povprečju v 5. dnevu nastane več 
pernizina kot v 3. dnevu, vendar smo največjo količno pernizina izmerili v 3. dnevu v gojišču 
S50Š20. Poleg tega smo ugotovili, da visoke koncentracije sojine moke (50 g/L) pozitivno 
vplivajo na produkcijo pernizina v 3. dnevu gojenja, medtem ko nižje koncentracije sojine moke 
(30 g/L) pozitivno vplivajo na produkcijo pernizina v 5. dnevu bioprocesa. Po 5 dneh gojenja 
je bilo najbolj optimalno gojišče za produkcijo pernizina S40Š30 in S40Š20. V tem sklopu 
poskusa smo preverjali tudi C/N razmerje za oba dneva gojenja in smo ugotovili, da je najbolj 
optimalno razmerje nižje kot 4 za 3 dni gojenja in nižje kot 2 za 5 dni gojenja. Za nadaljnje 
poskuse smo izbrali gojišče S40Š20, v katero smo dodajali različne vire ogljika in dušika ter 
različna olja, in določili, da bo bioproces potekal 5 dni. Pomembno je omeniti, da smo 
pričakovali visoko produkcijo pernizina v gojiščih S40Š20 in S40Š30, ker so koncentracije 
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podobne kot pri kontrolnem GOTC gojišču. V tretjem delu eksperimenta smo kot vir ogljika 
uporabili glukozo, laktozo, saharozo, manitol, dekstrin in glicerol v dveh različnih 
koncentracijah (10 g/L, 20 g/L) ter dekstrin v treh različnih koncentracijah (5 g/L, 10 g/L, 
20 g/L). Na produkcijo pernizina sta najbolj pozitivno vplivala manitol in dekstrin. Kot vire 
dušika smo uporabili enostavne vire, amonijev sulfat in sečnino, ter kompleksne vire, kot so 
hidrolizat soje, kvas, kvasni ekstrakt, CSL in kazein, v treh različnih koncentracijah (5 g/L, 10 
g/L in 20 g/L). Pozitiven vpliv na produkcijo pernizina so imeli amonijev sulfat, sečnina, 
hidrolizat soje in kvas. Tudi pri tem eksprimentu smo računali C/N razmerje in potrdili, da je 
pomembno, da je manjše kot 4 za optimalno produkcijo pernizina. Olja (sojino in ribje), ki so 
v osnovi vir ogljika, zelo pozitivno vplivajo na produkcijo pernizna v nižji koncentraciji (10 
g/L), medtem ko pri višji koncentraciji (20 g/L) opazimo negativen vpliv na produkcijo 
pernizina. 
V okviru magistrske naloge smo določili optimalna razmerja med sojino moko in koruznim 
škrobom za produkcijo pernizina v S. rimosus PER5 s 3- ali 5-dnevnim bioprocesom. Poleg 
tega smo določili optimalne koncentracije dodatnih virov ogljika in dušika ter različnih olj ter 
v kolikšni meri pozitivno vplivajo na produkcijo pernizina. Ti rezultati predstavljajo odlično 
izhodno točko, saj bo mogoče sedaj vse komponente gojišč, ki so nakazale ugoden vpliv na 
produkcijo pernizina, kombinirati in tako doseži bistveno boljše rezultate. Prenos procesa v 
bioreaktor, kjer bo mogoče voditi nekatere ključne parametre, bo tudi naloga raziskav v 
nadaljevanju tega projekta. 
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Priloga A: Primeri termostabilnih serinskih proteinaz iz hipertermofilnih arhej in njihove fizikalne lastnosti. 
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Priloga B: Prednosti in slabosti najpogosteje uporabljenih sistemov za izražanje heterolognih proteinov 
(prirejeno po Demain in Vaishnav, 2009; Jevnikar, 2007) 
Ekspresijski sistem Prednosti Slabosti 
Escherichia coli kratek generacijski čas 
hitra ekspresija proteinov 
cenovno ugodno 
visoki donosi 
enostavna genska manipulacija 
enostavno povečanje obsega 
uveljavljenost 
težava pri izločanju v gojišče 
izražanje proteinov z nizko molekulsko 
maso 
težavno izražanje proteinov z 
disulfidno vezjo 
ni posttranslacijskih modifikacij 
prisotnost endotoksinov (LPS) 
nastanek inkluzijskih telesc 
Bacillus sp. hitra rast bakterij 
izločanje proteinov v gojišče 
enostavna genska manipulacija 
razvita genska orodja za manipulacijo 
 
ne obstajajo posttranslacijske 
modifikacije 
visoka aktivnost proteaz 
nepravilno zvijanje proteinov 
nestabilnost plazmidov 
pomanjkanje primernih ekspresijskih 
vektorjev 
Nitaste glive posttranslacijske modifikacije 
cenovno ugodno rastno gojišče 
stabilna transformacija 
nizki donosi 
visoka aktivnost proteaz 
slabo poznana genetika in fiziologija 
 
Kvasovke izločanje proteinov v gojišče 
pravilno zvijanje proteinov 
izražanje S-S proteinov 
hitra rast celic 
visoki donosi 
nizki stroški produkcije 
posttranslacijske modifikacije 
proteini z nizko molekularno maso 
nepravilna in previsoka glikozilacija 
 
Celice insektov visoka ekspresija 
velikost proteina ni omejitev 
posttranslacijske modifikacije 
enostavno in cenovno ugodno gojenje 
odsotnost virusov  
nizki donosi 
neprimeren glikozilacijski profil 
nepravilno zvijanje proteinov 
neučinkovito izločanje 
Rastlinske kulture  močni konstitutivni virusni promotorji  
cenovno ugodna gojišča 
funkcionalni glikoproteini 
kompleksne posttranslacijske modifikacije 
dolg generacijski čas 
nizek donos biomase 
dodajanje rastlinskih hormonov 
visoki stroški pri razbijanju celične 
stene 
težavna transformacija 
Transgene rastline nizki stroški gojenja rastlin na njivi 
tkivno specifični promotorji ali različna 
signalna zaporedja 
ni optimalnih pogojev 
nekonstantni donosi 
neponovljiva kakovost produkta 
nizka imunogenost produktov 
Transgene živali cenovno ugodno vzdrževanje 
tkivno specifično izražanje rekombinantnih 
produktov 
uporaba klasičnih rejskih metod 
etičnost 
nepredvidljivo izražanje 
zahtevna konstrukcija ekspresijkih 
vektorjev 
visoki stroški za pripravo 
ekspresijskega sistema 
potencialen prenos patogenov 
Sesalske celične 
linije 
izločanje proteinov v gojišče 
primerne za kompleksne molekule 
posttranslacijske modifikacije 




dolg generacijski čas 
občutljivost na mehanski stres 
kompleksno in drago gojišče 
kontaminacija z virusi 
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PRILOGA C: Proteazna aktivnost skupnih proteinaz in pernizina v produkcijskih sevih PER4 in PER5 ter v 
kontrolnem sevu KON po 5 dneh bioprocesa pri koncentracijah sojine moke 10 g/L in 20 g/L ter treh različnih 
















PER4, S10Š20 4697,43 37,86 1158,20 25,00 
PER5, S10Š20 1833,40 46,88 405,47 11,23 
KON, S10Š20 1892,10 30,86 481,97 3,88 
PER4, S10Š30 2514,62 65,29 1126,32 67,46 
PER5, S10Š30 1068,64 21,32 269,53 12,39 
KON, S10Š30 1212,97 0,89 17,92 2,67 
PER4, S10Š40 2921,96 29,34 1197,01 46,37 
PER5, S10Š40 763,39 18,70 596,46 33,27 
KON, S10Š40 2093,47 143,07 58,81 22,97 
PER4, S20Š20 4734,61 53,04 4578,76 67,80 
PER5, S20Š20 4820,87 129,70 5024,86 51,75 
KON, S20Š20 1665,24 87,07 8,26 4,30 
PER4, S20Š30 4737,82 76,69 4661,77 158,37 
PER5, S20Š30 5167,89 126,46 4512,24 177,13 
KON, S20Š30 2265,63 118,86 0,00 0,00 
PER4, S20Š40 4453,47 0,00 3525,53 116,78 
PER5, S20Š40 5053,70 213,95 5168,89 199,07 
KON, S20Š40 2222,93 82,08 32,60 0,00 
PER4, 
kontrolno  3908,65 102,26 4580,00 81,83 
PER5, 
kontrolno 4191,20 130,50 4607,67 177,39 
KON, kontrolno 136,73 13,06 59,05 22,02 
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Priloga D: Proteinazna aktivnost skupnih proteinaz in pernizina v produkcijskih sevih PER4 in PER5 ter v 
kontrolnem sevu KON po 5 dneh bioprocesa pri koncentracijah sojine moke 40 g/L in 50 g/L ter treh različnih 

















PER4, S40Š20 6756,41 518,73 7634,91 53,85 
PER5, S40Š20 5785,12 191,85 6798,21 293,45 
KON, S40Š20 313,20 84,14 727,77 153,96 
PER4, S40Š30 5542,59 26,11 6322,15 374,98 
PER5, S40Š30 4255,67 60,67 4994,14 237,67 
KON, S40Š30 486,36 81,63 0,00 0,00 
PER4, S40Š40 14593,22 91,14 14474,33 581,88 
PER5, S40Š40 13205,74 268,18 14950,89 924,52 
KON, S40Š40 1231,76 127,65 1353,82 168,53 
PER4, kontrolno 2581,09 352,64 12931,74 284,72 
PER5, kontrolno 12889,28 398,48 12863,01 251,72 
KON, kontrolno 971,49 193,01 101,36 29,09 
PER4, S50Š20 2704,80 159,76 3260,90 123,50 
PER5, S50Š20 4331,36 86,14 4805,52 330,53 
KON, S50Š20 227,95 72,91 278,25 52,85 
PER4, S50Š30 2671,38 84,81 4032,95 256,21 
PER5, S50Š30 449,74 189,91 2381,50 67,65 
KON, S50Š30 102,29 35,97 73,01 29,57 
PER4, S50Š40 1309,06 190,66 3420,11 115,41 
PER5, S50Š40 2278,63 184,99 3038,83 127,36 
KON, S50Š40 193,70 4,53 145,80 51,29 
PER4, kontrolno 1590,75 0,70 1997,88 83,09 
PER5, kontrolno 4085,25 189,07 3533,48 179,62 
KON, kontrolno 1101,24 123,18 22,13 1,69 
Povprečne vrednosti azokazeinskih enot predstavljajo povprečje treh paralelk. 
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Priloga E: Proteinazna aktivnost skupnih proteinaz in pernizina v produkcijskem sevu PER5 ter v kontrolnem 
sevu KON po 3 dneh bioprocesa pri koncentracijah sojine moke 20 g/L in 30 g/L ter petih različnih koncentracijah 
škroba (20 g/L, 30 g/L, 40 g/L, 50 g/L in 60 g/L) v primerjavi s kontrolnim gojiščem prikazana kot azokazeinske 
enote/g vzorca 














(enote/g vzorca)   
PER5, S20Š20 3314,42 189,66 4624,25 133,70 
KON, S20Š20 311,62 0,00 379,05 0,00 
PER5, S20Š30 3203,35 204,55 4928,56 624,20 
KON, S20Š30 203,31 0,00 444,31 0,00 
PER5, S20Š40 3045,26 347,53 2271,35 466,72 
KON, S20Š40 279,28 0,00 201,59 0,00 
PER5, S20Š50 3495,42 80,32 1485,48 49,34 
KON, S20Š50 263,47 0,00 239,52 0,00 
PER5, S20Š60 2792,05 299,63 1394,49 400,43 
KON, S20Š60 298,10 0,00 0,00 0,00 
PER5, S30Š20 5216,90 422,22 4891,74 376,54 
KON, S30Š20 702,80 0,00 0,00 0,00 
PER5, S30Š30 4011,45 440,73 4475,44 195,33 
KON, S30Š30 380,27 0,00 10,76 0,00 
PER5, S30Š40 4699,85 356,90 5014,70 636,54 
KON, S30Š40 237,71 0,00 205,13 0,00 
PER5, S30Š50 4065,22 1649,88 5122,55 234,50 
KON, S30Š50 1254,69 0,00 168,97 0,00 
PER5, S30Š60 3580,06 548,01 5291,70 496,89 
KON, S30Š60 730,61 0,00 501,22 0,00 
PER5, kontrolno 4721,16 42,93 5246,34 280,03 
KON, kontrolno 209,27 0,00 117,34 0,00 
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Priloga F: Proteinazna aktivnost skupnih proteinaz in pernizina v produkcijskem sevu PER5 ter v kontrolnem 
sevu KON po 5 dneh bioprocesa pri koncentracijah sojine moke 20 g/L in 30 g/L ter petih različnih koncentracijah 
škroba (20 g/L, 30 g/L, 40 g/L, 50 g/L in 60 g/L) v primerjavi s kontrolnim gojiščem prikazana kot azokazeinske 
enote/g vzorca 














(enote/g vzorca)   
PER5, S20Š20 5323,37 383,56 5220,55 267,27 
KON, S20Š20 1891,15 0,00 70,37 0,00 
PER5, S20Š30 5830,90 192,60 5873,87 252,79 
KON, S20Š30 1052,96 0,00 250,90 0,00 
PER5, S20Š40 4643,80 228,31 4667,80 919,31 
KON, S20Š40 629,89 0,00 0,00 0,00 
PER5, S20Š50 5051,03 469,78 3988,32 262,95 
KON, S20Š50 615,92 0,00 0,00 0,00 
PER5, S20Š60 4223,01 442,12 3111,17 252,81 
KON, S20Š60 138,75 0,00 0,00 0,00 
PER5, S30Š20 5927,96 125,85 6628,26 137,89 
KON, S30Š20 318,53 0,00 221,54 0,00 
PER5, S30Š30 0,00 0,00 0,00 0,00 
KON, S30Š30 0,00 0,00 0,00 0,00 
PER5, S30Š40 0,00 0,00 0,00 0,00 
KON, S30Š40 0,00 0,00 0,00 0,00 
PER5, S30Š50 6500,01 247,82 5775,76 106,89 
KON, S30Š50 47,20 0,00 0,00 0,00 
PER5, S30Š60 4409,05 532,59 5353,17 184,26 
KON, S30Š60 260,87 0,00 194,83 0,00 
PER5, kontrolno 7603,12 869,15 7933,66 642,94 
KON, kontrolno 409,14 0,00 306,60 0,00 
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Priloga G: Proteinazna aktivnost skupnih proteinaz in pernizina v produkcijskem sevu PER5 ter v kontrolnem 
sevu KON po 3 dneh bioprocesa pri koncentracijah sojine moke 40 g/L in 50 g/L ter petih različnih koncentracijah 
škroba (20 g/L, 30 g/L, 40 g/L, 50 g/L in 60 g/L) v primerjavi s kontrolnim gojiščem prikazana kot azokazeinske 
enote/g vzorca 
  3. dan 











(enote/g vzorca)   
KON, S40Š20 254,23 0,00 94,02 0,00 
PER5, S40Š30 4324,81 102,62 4444,70 184,57 
KON, S40Š30 362,63 0,00 240,50 0,00 
PER5, S40Š40 4735,32 557,81 4909,54 291,91 
KON, S40Š40 450,23 0,00 215,74 0,00 
PER5, S40Š50 4398,43 407,10 5681,39 274,32 
KON, S40Š50 436,49 0,00 202,21 0,00 
PER5, S40Š60 5364,88 1002,61 8382,56 205,78 
KON, S40Š60 285,03 0,00 203,40 0,00 
PER5, S50Š20 7317,79 335,49 9058,00 84,72 
KON, S50Š20 586,19 0,00 0,00 0,00 
PER5, S50Š30 7075,84 397,44 7293,05 482,24 
KON, S50Š30 715,20 0,00 353,32 0,00 
PER5, S50Š40 6952,06 585,68 7269,68 384,83 
KON, S50Š40 442,36 0,00 146,06 0,00 
PER5, S50Š50 6102,39 451,54 6125,72 230,46 
KON, S50Š50 421,12 0,00 237,25 0,00 
PER5, S50Š60 6077,41 245,32 5690,97 295,11 
KON, S50Š60 267,94 0,00 163,78 0,00 
PER5, kontrolno 4721,16 42,93 5246,34 280,03 
KON, kontrolno 209,27 0,00 117,34 0,00 
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Priloga H: Proteinazna aktivnost skupnih proteinaz in pernizina v produkcijskem sevu PER5 ter v kontrolnem 
sevu KON po 5 dneh bioprocesa pri koncentracijah sojine moke 40 g/L in 50 g/L ter petih različnih koncentracijah 
škroba (20 g/L, 30 g/L, 40 g/L, 50 g/L in 60 g/L) v primerjavi s kontrolnim gojiščem prikazana kot azokazeinske 
enote/g vzorca 














(enote/g vzorca)   
KON, S40Š20 639,53 0,00 0,00 0,00 
PER5, S40Š30 5363,21 615,63 7618,49 609,04 
KON, S40Š30 625,07 0,00 0,00 0,00 
PER5, S40Š40 6971,25 109,38 5037,02 260,05 
KON, S40Š40 596,36 0,00 0,00 0,00 
PER5, S40Š50 6027,66 491,91 5272,55 518,79 
KON, S40Š50 527,29 0,00 0,00 0,00 
PER5, S40Š60 6245,53 191,98 6723,57 1122,86 
KON, S40Š60 1369,05 0,00 0,00 0,00 
PER5, S50Š20 8277,94 427,52 5060,24 147,07 
KON, S50Š20 257,76 0,00 0,00 0,00 
PER5, S50Š30 6151,31 231,47 6600,35 784,55 
KON, S50Š30 902,83 0,00 0,00 0,00 
PER5, S50Š40 6155,12 203,12 5573,85 649,64 
KON, S50Š40 388,27 0,00 0,00 0,00 
PER5, S50Š50 6182,34 321,59 7053,31 691,68 
KON, S50Š50 0,00 0,00 0,00 0,00 
PER5, S50Š60 7023,86 407,91 5197,05 757,82 
KON, S50Š60 0,00 0,00 0,00 0,00 
PER5, kontrolno 7603,12 869,15 7933,66 642,94 
KON, kontrolno 409,14 0,00 306,60 0,00 
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Priloga I: Proteinazna aktivnost skupnih proteinaz in pernizina v produkcijskem sevu PER5 ter v kontrolnem sevu 
KON po 5 dneh bioprocesa z dodatnimi viri ogljika v primerjavi s kontrolnim in začetnim gojiščem prikazana kot 
azokazeinske enote/g vzorca 













PER5, glc: 10 6898,19 264,77 6449,87 321,80 
KON, glc: 10 683,42 0,00 29,46 0,00 
PER5, glc: 20 5824,32 10,16 5635,61 400,58 
KON, glc: 20 47,52 0,01 0,99 0,10 
PER5, lac: 10 7587,28 73,44 7050,70 521,82 
KON, lac: 10 79,44 1,00 8,94 0,00 
PER5, lac: 20 6996,75 542,16 6730,70 282,92 
KON, lac: 20 0,00 1,00 0,00 0,00 
PER5, sac: 10 8438,48 1460,52 5851,77 101,63 
KON, sac: 10 2987,01 0,00 0,00 0,00 
PER5, sac: 20 5811,40 82,58 7334,84 555,73 
KON, sac: 20 0,00 0,00 0,00 0,00 
PER5, gly: 10 4167,43 747,57 5088,89 2,04 
KON, gly: 10 231,65 0,00 64,78 0,00 
PER5, gly: 20 2609,82 0,00 283,81 28,26 
KON, gly: 20 722,90 0,00 330,30 0,00 
PER5, man: 10 7383,12 0,00 8287,44 0,00 
KON, man: 10 97,56 0,00 95,12 0,00 
PER5, man: 20 5174,81 0,00 7951,93 0,00 
KON, man: 20 0,00 0,00 0,00 0,00 
PER5, kontrolno 4916,69 192,20 6020,35 159,28 
KON, kontrolno  493,81 0,00 29,93 0,00 
PER5, dekstrin: 5 5587,44 696,63 7350,36 741,32 
KON, dekstrin: 5 148,51 0,00 48,19 0,00 
PER5, dekstrin: 10 4802,04 126,36 6050,73 471,74 
KON, dekstrin: 10 59,77 0,00 28,89 0,00 
PER5, dekstrin: 20 5563,55 55,98 6838,48 47,59 
KON, dekstrin: 20 93,03 0,00 8,91 0,00 
PER5, začetno 5082,46 127,23 7219,26 62,34 
KON, začetno 62,12 0,00 14,03 0,00 
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Priloga J: Proteinazna aktivnost skupnih proteinaz in pernizina v produkcijskem sevu PER5 ter v kontrolnem sevu 
KON po 5 dneh bioprocesa z dodatnimi viri dušika v primerjavi s kontrolnim in začetnim gojiščem prikazana kot 















PER5, sečnina: 0,5 4828,04 92,89 6523,50 378,59 
KON, sečnina: 0,5 70,61 0,00 10,09 0,00 
PER5, sečnina: 1 5196,46 380,42 6903,81 23,64 
KON, sečnina: 1 44,09 0,00 30,76 0,00 
PER5, sečnina: 2 5762,88 112,81 7073,19 507,56 
KON, sečnina: 2 161,02 0,00 34,28 0,00 
PER5, kvas: 5 4031,52 378,41 4848,94 179,11 
KON, kvas: 5 623,63 0,00 61,67 0,00 
PER5, kvas: 10 5818,99 150,26 6354,87 115,37 
KON, kvas: 10 27,69 0,00 9,89 0,00 
PER5, kvas: 20 5510,82 100,95 7046,28 337,31 
KON, kvas: 20 78,06 0,00 13,01 0,00 
PER5, kvasni ex: 5 4850,02 222,23 5782,93 450,27 
KON, kvasni ex: 5 56,28 0,00 9,05 0,00 
PER5, kvasni ex: 10 3812,62 219,18 5467,11 121,90 
KON, kvasni ex: 10 35,19 0,00 8,04 0,00 
PER5, kvasni ex: 20 4414,81 67,92 6476,59 550,52 
KON, kvasni ex: 20 129,74 0,00 6,99 0,00 
PER5, kazein: 5 5012,66 96,25 6794,37 136,33 
KON, kazein: 5 99,03 0,00 19,81 0,00 
PER5, kazein: 10 4721,34 155,26 6221,30 580,28 
KON, kazein: 10 137,82 0,00 39,38 0,00 
PER5, kazein: 20 3689,36 324,45 4769,42 782,84 
KON, kazein: 20 197,20 0,00 69,02 0,00 
PER5, am. sulfat: 7 5901,63 40,57 6906,06 98,76 
KON, am. sulfat: 7 318,59 0,00 19,10 0,00 
PER5, am. sulfat: 9 5685,66 0,00 7039,50 200,73 
KON, am. sulfat: 9 599,24 0,00 84,46 0,00 
PER5, am. sulfat: 12 4987,33 140,00 8036,92 49,66 
KON, am. sulfat: 12 108,78 0,00 44,91 0,00 
PER5, h.soje: 5 5417,74 113,71 7547,47 1172,04 
KON, h.soje: 5 148,40 0,00 49,47 0,00 
PER5, h.soje: 10 4545,97 45,18 5423,61 295,33 
KON, h.soje: 10 138,34 0,00 61,70 0,00 
PER5, h.soje: 20 4877,06 112,15 6157,22 268,11 
KON, h.soje: 20 43,47 0,00 11,86 0,00 
PER5, CSL: 5 4896,98 246,44 5741,16 50,14 
KON, CSL: 5 166,17 0,00 11,94 0,00 
PER5, CSL: 10 4222,25 362,81 6424,12 417,57 
KON, CSL: 10 207,13 0,00 12,95 0,00 
PER5, CSL: 20 3777,00 3,30 4191,83 86,41 
KON, CSL :20 87,17 0,00 7,84 0,00 
PER5, kontrolno 4916,69 192,20 6020,35 159,28 
                                                                  Se nadaljuje 
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KON, kontrolno  493,81 0,00 29,93 0,00 
PER5, začetno 5082,46 127,23 7219,26 62,34 
KON, začetno 62,12 0,00 14,03 0,00 
 
 
Priloga K: Proteinazna aktivnost skupnih proteinaz in pernizina v produkcijskem sevu PER5 ter v kontrolnem 
sevu KON po 5 dneh bioprocesa z dodanimi olji v primerjavi s kontrolnim in začetnim gojiščem prikazana kot 
azokazeinske enote/g vzorca 













PER5, sojino olje: 10 5974,08 2294,08 10939,06 334,53 
KON, sojino olje: 10 115,63 0,00 32,89 0,00 
PER5, sojino olje: 20 3692,12 787,33 3737,50 893,08 
KON, sojino olje: 20 1236,87 0,00 50,55 0,00 
PER5, ribje olje:10 6972,59 428,62 9946,41 527,38 
KON, ribje olje: 10 143,88 0,00 15,88 0,00 
PER5, ribje olje:20 3289,88 505,75 5234,34 69,88 
KON, ribje olje: 20 99,48 0,00 66,65 0,00 
PER5, kontrolno 4916,69 192,20 6020,35 159,28 
KON, kontrolno  493,81 0,00 29,93 0,00 
PER5, začetno 5082,46 127,23 7219,26 62,34 
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Priloga L: Prikaz azokazeinskih enot pri produkcijskemu sevu in razmerij med celokupnim ogljikom in dušikom 




Priloga M: Prikaz azokazeinskih enot pri produkcijskemu sevu in razmerij med celokupnim ogljikom in 


























































































































Azokazeinske enote /g vzorca po 5 dneh - pernizin Razmerje med celokupnim C/N
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Priloga N: Izračun razmerij med količinami ogljika, dušika, proteinov, sojine moke in koruznega škroba za vsa 





































7291,26 8287,44 7951,93 8036,92 7073,19 7046,28 7547,47 
Sojina moka 42 40 40 40 40 40 40 40 
Celokupni 
ogljik 40,6 32 42 52 32 32 32 33,5 
Škrob 28 20 20 20 20 20 20 20 
Celokupni 
dušik 22,3 21,3 21,3 21,3 23,8 23,3 41,3 23,8 
Proteini 21 20 20 20 20 20 20 20 
C/N razmerje 1,8 1,5 2 2,4 1,3 1,4 0,8 1,4 
Škrob/proteini 
razmerje 1,3 1 1 1 1 1 1 1 
C/proteini 
razmerje 1,9 1,6 2,1 2,6 1,6 1,6 1,6 1,7 
 
 
